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1 Einleitung

1.1 Einfuhrung

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist schon seit mehreren Jahrhunderten Gegenstand wissenschaftlicher
Arbeit. Wéihrend man im 17. Jahrhundert mittels Nekrotisierung versuchte, die Patientin
zumindest palliativ zu therapieren, trat im 18. und 19. Jahrhundert die radikale operative
Tumorentfernung in den Vordergrund (Grischke et al., 2000). Heute im neuen Jahrtausend
erkranken in Deutschland bei immer noch steigender Inzidenz jéhrlich ca. 55.000 Frauen neu
an Brustkrebs, 18.000 versterben pro Jahr an dessen Folgen (Bertz et al., 2006). Damit ist das
Mammakarzinom mit 26,8 % aller Krebsneuerkrankungsfille die haufigste bosartige
Tumorerkrankung der Frau in Deutschland. Die Erkrankungsraten fiir Deutschland liegen im
europdischen Vergleich im mittleren Bereich, wihrend in den Beneluxstaaten sowie
Skandinavien, Frankreich und Grofbritannien die Inzidenz hoéher ist, liegen die
Erkrankungsraten in baltischen sowie ost- und siideuropdischen Léndern teilweise deutlich
niedriger (Bertz et al., 2006). Die Atiologie der Erkrankung ist bislang noch nicht
abschlieBend gekldrt. Als Risikofaktoren gelten unter anderem ein vorangehendes
Mammakarzinom derselben oder der anderen Brust sowie eine familidre Pradisposition. Man
geht heute davon aus, dass ca. 10 % aller Brustkrebsfille vorwiegend erblich bedingt sind
(Beckmann et al., 2002), wenn auch die Mehrzahl aller Brustkrebserkrankungen durch
genetische Faktoren disponiert sein diirfte (Pharoah et al., 2002). Einigkeit besteht dariiber,
dass die Exposition gegeniiber ionisierender Strahlung das Brustkrebsrisiko erhoht (Gross et
al., 1998). Hier wird die Entstchung von DNA-Doppelstrangbriichen als urséchlich
angesehen. Auch andere exogene Noxen wie Nikotin- und Alkoholkonsum fiihren iiber die
Entstehung von freien Radikalen zur Entstehung von DNA-Schédden und priadisponieren zur
Brustkrebsentstehung (Kang, 2002). Weitere Risikofaktoren wie Ubergewicht durch
hochkalorische, fettreiche und vitaminarme Erndhrung sowie Bewegungsmangel werden mit
dem weiteren Anstieg der Inzidenz des Mammakarzinoms in Verbindung gesetzt (Barnett et
al., 2003). Als begiinstigende endokrinologische Faktoren in der Atiologie des
Mammakarzinoms werden eine spite Menopause, eine spite Erstschwangerschaft oder
Kinderlosigkeit sowie eine kurze Stillzeit angenommen (Pfleiderer et al., 1999). Die
Einnahme von oralen Kontrazeptiva erh6hen das Brustkrebsrisiko geringfligig wie eine

Metaanalyse mit 50.000 Féllen und 100.000 Kontrollen belegte. Hiernach traten innerhalb der
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ersten zehn Jahre nach deren Absetzen unter 10.000 Frauen 4,7 zusétzlich Brustkrebsfélle auf
(Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 1996). Zu dem Ergebnis, dass
durch die Einnahme von oralen Kontrazeptiva das Risiko an pramenopausalem Brustkrebs zu
erkranken erhoht ist, kommt die Mayo-Klinik in einer im letzten Jahr verdffentlichten,
wesentlich kleiner angelegten Metaanalyse. Das Brustkrebsrisiko wurde demzufolge als
besonders ausgeprigt beschrieben, wenn die Frauen vor der ersten Schwangerschaft orale
Kontrazeptiva eingenommen hatten (Kahlenborn et al., 2006). Kritiker bezweifeln jedoch die
Ubertragbarkeit dieser Metanalyse, welche teilweise Fall-Kontroll-Studien aus den 1980er
Jahren aufarbeitet, auf die heute im iiblichen niedrigeren Dosierungen der oralen
Kontrazeptiva (www. aerzteblatt. de, 2006). Seit 2002 ist die in der Vergangenheit wenig
umstrittene Hormonsubstitutionstherapie im Klimakterium und der Postmenopause durch die
Publikation der Women's Health Initiative (WHI) zum Diskussionsgegenstand geworden. Die
WHI-Studie war nach einer Zwischenauswertung abgebrochen worden, als bei
Anwenderinnen von Ostrogen-Gestagen-Priiparaten signifikant erhohte Inzidenzen von
Brustkrebs und kardiovaskuldren Erkrankungen nachgewiesen worden waren. Nach aktuellen
Empfehlung der Deutschen Gesellschaft fiir Gyndkologie und Geburtshilfe sollte aus diesem
Grund eine Hormontherapie nur bei bestehender Indikation und unter einer gemeinsamen
Nutzen-Risiko-Abwidgung mit der Patientin erfolgen (Ortmann et al., 2005). Kiirzlich
veroffentlichte Ergebnisse des Northern California Cancer Center postulieren bereits einen
Riickgang der Brustkrebsinzidenz bei 50- bis 74-jdhrigen Frauen um ca. 10 % seit den
Ergebnissen der WHI- Studie und dem damit verbundenen Einbruch der
Hormonersatztherapie (Clarke et. al, 2006). Zusammenfassend ist von einer multifaktoriellen
Genese der Brustkrebserkrankung auszugehen, welche beziiglich der Priventions- und

Therapieoptionen viele Ansatzpunkte bietet.

1.1.2 Diagnose und Therapie des Mammakarzinoms

Trotz der steigenden Inzidenz ist seit Mitte der 1990er Jahre die Mortalitit der
Brustkrebserkrankung in Deutschland leicht riickldufig. Die relative Fiinf-Jahres-
Uberlebensrate fiir Brustkrebspatientinnen betriigt mittlerweile ca. 79 % (Bertz et al., 20006).
Diese positive Entwicklung wird einer verbesserten Fritherkennung und dem konsequenten
Einsatz von systemischen Behandlungsmafinahmen zugeschrieben (Eucker et al., 2006). In
vielen Fillen wird ein Mammakarzinom von der Patientin selbst zum ersten Mal getastet.
Meistens liegt dann bereits ein invasives Karzinom vor. Das Frithstadium des Carcinoma in
situ kann am besten mit der Mammographie nachgewiesen werden. Viele Mammakarzinome,

insbesondere die dlterer Frauen, haben ein langes praklinisches Stadium, in dem sie, falls sie
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diagnostiziert werden, kurativ therapiert werden konnen. Mehrere international randomisiert
kontrollierte Studien erbrachten den Nachweis, dass ein Mammographiescreening als
MaBnahme zur Senkung der Brustkrebssterblichkeit effektiv ist (Hiibbel et al., 2003). In
vielen Lindern Europas sowie den Vereinigten Staaten und Kanada wurden darauthin
Mammographie-Screeningprogramme initiiert. In einigen dieser Ladnder konnte bereits ihre
Flachendeckung erreicht werden. In Deutschland wird derzeit ein strukturiertes
Mammographie-Screening-Programm  fiir Frauen im Alter von 50-69 Jahren zur
Friiherkennung flichendeckend von Arzten und Krankenkassen in Kooperation mit den
Bundesldndern eingefiihrt (Bertz et al., 2006).

80 Jahre war die radikale Mastektomie nach Halsted die Therapie der Wahl beim
Mammakarzinom. 1969 wurde von der Weltgesundheitsorganisation eine randomisierte
Studie genehmigt, welche die Mastektomie mit dem brusterhaltenden Verfahren der
Quadrantenresektion vergleichen sollte. Schon in den ersten Jahren zeigten beide Verfahren
gleiche FErgebnisse beziiglich der Uberlebensrate. Die Ergebnisse einer 20-jihrigen
Verlaufsbeobachtung wurden vor einigen Jahren vom Erstautor verdffentlicht. Demnach
traten nach brusterhaltender Therapie hdufiger Rezidive auf als nach ablativer Operation, die
Uberlebensraten bei beiden Verfahren waren jedoch vergleichbar (Veronesi et al., 2002).
Mittlerweile ist die brusterhaltende Therapie (BET) mit offener axilldrer Lymphadenektomie
die Standardoperationsmethode. Kontraindikationen der BET sind heute ein ausgedehntes
Tumorwachstum, multizentrische Tumoren, eine inkomplette Tumorentfernung sowie eine
Lymphangiosis carcinomatosa (Preif et al., 2005). Da die axillaire Lymphadenektomie jedoch
im Hinblick auf die Metastasensuche einen primér prognostischen Charakter hat, kommt
neuerdings auch die ,,Sentinel Lymph Node-Biopsie* als Alternative in Frage und wird
zurzeit im Rahmen von Studien durchgefiihrt (Dall et al., 2003). Im Anschluss an die
brusterhaltende Therapie wird heute eine fraktionierte Bestrahlung der Brust bis zu einer
Gesamtdosis von 45-54 Gy mit oder ohne Boostbestrahlung des Tumorbettes durchgefiihrt.
Als gesichert gilt, dass die Rate an Lokalrezidiven ohne Nachbestrahlung signifikant héher
liegt (Malmstrom et al., 2003).

Einen wichtigen Stellenwert in der Therapie des Mammakarzinoms nehmen neoadjuvante und
adjuvante Therapieoptionen ein. Hier wéren vor allem die Polychemotherapie und die
antiostrogene Therapie zu nennen. Der Vorteil einer primér systemischen Chemotherapie als
neoadjuvante Therapieform liegt in dem sogenannten ,,down-staging und der damit
verbundenen Operabilitdt lokal weit fortgeschrittener Tumoren. Bei operablen

Mammbkarzinomen ist der neoadjuvante Einsatz einer systemischer Therapie immer noch
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Studien vorbehalten. Bei Tumoren, die bereits in die Lymphknoten metastasiert haben wird
im Anschluss an die Operation und Bestrahlung eine adjuvante postoperative Chemotherapie
durchgefiihrt. Derzeit gehdren anthracyclinhaltige Dreier- bzw. Zweierkombinationen aus 5-
Fluorouracil, Epirubicin oder Adriamycin und Cyclophosphamid (FEC/FAC; EC) sowie
Kombinationen aus Cyclophosphamid, Methotrexat und 5-Fluorouracil (CMF) zur
Standardtherapie. In einer groB3 angelegten Metaanalyse, welche die Ergebnisse von 15-
jéhriger zytostatischer und antihormoneller Therapie des Mammakarzinoms in {iber 145.000
Krankheitsverldufen beinhaltet, konnte jedoch gezeigt werden, dass die Wirksamkeit
beziiglich des Gesamtiiberlebens adjuvanter zytostatischer StandardtherapiemaBnahmen mit
zunehmenden Alter der Patientin erheblich abnimmt. Prdmenopausale Patientinnen profitieren
demnach am meisten von einer adjuvanten Chemotherapie (Early Breast Cancer Trialist’s
Collaborative Group, 2005). Andere Daten belegen ferner die Uberlegenheit einer
dosisintensiven taxanhaltigen Chemotherapie in Bezug auf das rezidivfreie Uberleben und die
Gesamtiiberlebenszeit beim nodalpositiven ~Mammakarzinom in der adjuvanten
Therapiesituation (Nabholtz et al., 2002). Zu diesem Resultat kommen auch die Autoren einer
kiirzlich veroffentlichten Metaanalyse, welche zusétzlich einen Therapievorteil bei
Patientinnen mit hormonrezeptornegativen Tumoren durch den Einsatz von Taxanen
(Doxetaxel, Paclitaxel) postulieren (Bria et al., 2006). Fiir hormonrezeptorpositive Tumoren
wird die antidstrogene Therapie mit Tamoxifen {iber fiinf Jahre als Standard empfohlen.
Hierdurch ldsst sich neueren Daten zufolge das Rezidivrisiko von 45 % auf 33,2 % und das
Mortalitétsrisiko von 34,8 % auf 24,6 % senken. (Early Breast Cancer Trialist’s Collaborative
Group, 2005). Eine Tamoxifentherapie iiber fiinf Jahre hinaus ist aufgrund des Anstieges der
nicht brustkrebsbedingten Mortalitit durch Thromboembolien und Endometriumkarzinome
nicht zu empfehlen. Bei Vorliegen von Kontraindikationen oder Nebenwirkungen kdnnen
Patientinnen mit hormonrezeptorpositiven Tumoren anstelle von Tamoxifen auch mit dem
Aromataseinhibitor Anastrozol behandelt werden (Preif3 et al., 2005). Fiir Aromatasehemmer
wurde bei postmenopausalen Patientinnen mit hormonrezeptorpositiven Tumoren als erste
antihormonelle ~Therapie hinsichtlich eines rezidivfreien Uberlebens und einer
Fernmetastasierung eine bessere Wirksamkeit als fiir Tamoxifen nachgewiesen (Howell et al.,
2005). In einer sogenannten ,switch“-Therapie mit dreijdhriger Vorbehandlung durch
Tamoxifen und anschlieBendem Wechsel auf Anastrozol konnte nicht nur die Rezidivfreiheit,
sondern auch die Gesamtiiberlebenszeit bei postmenopausalen Patientinnen verbessert werden

(Eucker et al., 2006).
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HER2/neu iiberexprimierende Mammakarzinome haben eine gesteigerte
Tyrosinkinaseaktivitit. Sie neigen hierdurch zu einer gesteigerten Proliferation und
Entdifferenzierung und haben somit eine deutlich ungiinstigere Prognose. Es konnte gezeigt
werden, dass bei metastasierten, HER2/neu iiberexprimierenden Mammakarzinomen die Gabe
des monoklonalen rekombinaten HER2/neu-Rezeptorantikdrpers Trastuzumab (Herceptin)
zusidtzlich zu einer Chemotherapie einen additiven und vermutlich auch synergistischen
Effekt aufweist (Slamon et al., 2001). Nachdem bei Fernmetastasierung eindrucksvolle
Tumorremissionen und signifikant verlingerte Uberlebenszeiten um ca. 25 % unter
Trastuzumab nachgewiesen werden konnten (Baselga et al., 2001), wurde Trastuzumab zur
Standardtherapie beim metastasierten HER2/neu iiberexprimierenden Mammakarzinom. Seit
Mai 2006 ist Trastuzumab auch fiir die adjuvante Therapie des HER2/neu
iiberexprimierenden Mammakarzinoms zugelassen. Die Zulassung in Europa beruht im
Wesentlichen auf den Daten der internationalen, randomisierten HERA (HERceptin
Adjuvant)-Studie. =~ Nach  vorausgegangener  Operation, Strahlentherapie =~ und
Polychemotherapie war nach zusidtzlicher adjuvanter Therapie mit Trastuzumab eine
signifikante Verldngerung des rezidivfreien Intervalls sowie des Gesamtiiberlebens
festgestellt worden (Piccart-Gebhart et al., 2005). Die Effizienzdaten einer zweijdhrigen
Therapie mit Trastuzumab stehen noch aus und werden voraussichtlich im Jahre 2008
verfligbar sein. Aufgrund der unterschiedlichen Krankheitsverldufe beim metastasierten
Mammakarzinom sollte die Behandlung hierbei individualisiert erfolgen. Obwohl vereinzelt
Daten iiber eine komplette Remission in dieser Krankheitssituation vorliegen, muss das
metastasierte Mammakarzinom nach wie vor als nicht heilbare Erkrankung angesehen werden
(Sauer, 2005). Aus diesem Grund sollte die palliative Therapie darauf abzielen, bestehende
Symptome zu lindern und die Lebensqualitit der Patientin zu verbessern. Bei lokalen
Rezidiven sollte der operativen und strahlentherapeutischen Therapie sofern moglich den
Vorzug gegeben werden. Neben dem Einsatz von Chemotherapeutika kommt bei Patientinnen
mit positivem Hormonrezeptorstatus und langsamer Progressionsgeschwindigkeit in der
metastasierten Krankheitssituation ebenso wie in der adjuvanten Therapie der Einsatz
antihormoneller Substanzen in Betracht. Mono- oder Polychemotherapien werden bei
symptomatischer ~ Erkrankung mit rascher = Tumorprogredienz und negativem
Hormonrezeptorstatus empfohlen. Die Auswahl der geeigneten Chemotherapeutika orientiert
sich zum einen an der adjuvanten Vortherapie, dem individuellen Krankheitsverlauf sowie an
den Bediirfnissen der Patientin. Vereinheitlichte Schemata hierfiir existieren bislang nicht

(Sauer, 2005).
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1.1.3 Neue Priventions- und Therapieansiitze des Mammakarzinoms

Die Privention des Mammakarzinoms stellt einen zentralen Fokus gesundheitspolitischen
Denkens dar. Grundsitzlich ist in gewissem Umfang eine individuelle Risikoreduktion bereits
durch eine Anpassung von Lebensgewohnheiten zu erreichen. RegelméBige korperliche
Aktivitdt, Korpergewichtsreduktion und fettarme Erndhrung sowie Nikotin- und
Alkoholkarenz zeigen einen giinstigen Einfluss auf die Risikoreduktion (Sauer, 2005). Eine
kontrovers diskutierte Priaventionsmethode fiir Frauen mit hohem familidrem Risiko ist die
prophylaktische Mastektomie. Eine im Jahre 2004 verdffentlichte Studie ergab eine 90 %
Reduktion der Brustkrebsinzidenz fiir BRCAI/2-Mutationstragerinnen nach prophylaktischer
bilateraler Mastektomie (Rebbeck et al., 2004). Dieser Vorteil muss gegen die sich
ergebenden psychosozialen Folgen fiir die betroffene Frau aufgewogen werden.

Neue Hoffnung werden auf eine Chemopridvention des Mammakarzinoms gesetzt. Hier
kommen zum einen Medikamente in den Fokus, die sich bereits in der Therapie des
Mammakarzinoms als effektiv erwiesen haben. Priventionsstudien mit Tamoxifen ergaben
eine Risikoreduktion von ca. 30-40 % beziiglich eines Mammakarzinoms bei Frauen mit
hohem familidren Risiko. Bedingt durch dessen Nebenwirkungen wie thrombembolische
Komplikationen und eine erhdhte Inzidenz fiir ein Endometriumkarzinom scheint der Einsatz
von Tamoxifen jedoch nur begrenzt moglich (Cuzick, 2003; Weiss et al., 2003). Der positive
Effekt von Anastrozol auf die Rezidivfreiheit von postmenopausalen Patientinnen fiihrte zu
Initiierung der Studie IBIS II (,,International Breast Intervention Study*). Hier wird zurzeit
der praventive Effekt von Anastrozol auf postmenopausale Frauen mit hohem familidren
Risiko fiir eine Brustkrebserkrankung getestet (Sauer, 2005). Die Auswertung von
Sekundirbeobachtungen der MORE (,,Multiple Outcomes of Raloxifen Evaluation*)-Studie
zeigte eine Reduktion der Brustkrebsinzidenz um ca. 76 % bei postmenopausalen Frauen nach
30-monatiger Einnahme von Raloxifen, einem primdr in der Osteoporosebehandlung
eingesetzten selektiven Ostrogenrezeptormodulator (Cummings et al., 1999). Die Ergebnisse
der MORE-Studie fiihrten zur Planung einer Vergleichsstudie zwischen Tamoxifen und
Raloxifen. In dieser aktuell in den Vereinigten Staaten laufenden STAR (Study of Tamoxifen
And Raloxifen)-Studie werden derzeit ca. 20.000 postmenopausale Frauen mit erhdhtem
familidrem Risiko fiir Brustkrebs iiber fiinf Jahre mit Tamoxifen oder alternativ mit Raloxifen
behandelt. Erste Ergebnisse des National Cancer Institutes belegen eine gleich gute
Wirksamkeit von Raloxifen in der Brustkrebsprevention (www.cancer.gov/newscenter/press-

releases, 20006).
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Neue Therapieansitze bei schon bestehendem Mammakarzinom stiitzen sich zum einen auf
die Inhibition der Angioneogenese, welche als Grundlage fiir eine spatere Fernmetastasierung
angesehen wird. Fiir den Antikdrper gegen den vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor
VEGF-A, Bevacizumab, wurde bereits eine monotherapeutische Effektivitit bei
metastasiertem bereits chemotherapeutisch vorbehandeltem Mammakarzinom nachgewiesen.
Bei 9 % der Patientinnen konnte eine Tumorremission, bei 17 % eine Krankheits-
stabilisierung erreicht werden (Cobleigh et al., 2003). Da es giinstiger erschien Bevacizumab
frither in den Behandlungsablauf einzubringen, wurde der monoklonale Antikorper im
Rahmen einer Studie zusammen mit Paclitaxel als erste zytostatische BehandlungsmafB3inahme
eingesetzt. Hierbei ergab sich eine signifikante Zeitverlingerung bis zur erneuten
Tumorprogression, ein giinstiger Einfluss auf die Gesamtiiberlebenszeit konnte bislang jedoch
nicht erreicht werden (Eucker et al., 2006). Eine weitere Studie befasst sich aktuell mit der
Wirksamkeit des neuen Tyrosinkinaseinhibitoren Lapatinib. Im Gegensatz zu Trastuzumab,
blockiert Lapatinib von der Zellinnenseite den HER2/neu-Rezeptor. Bei HER2/neu positivem,
metastasiertem, chemotherapeutisch und mit Trastuzumab vorbehandelten Mammakarzinom
konnte die Tumorprogression unter Lapatinib und dem Chemotherapeutikum Capecitabine
vorlibergehend gestoppt sowie die Inzidenz von Hirnmetastasen verringert werden
(www.aerztezeitung.de, 2006). Andere Untersuchungen beschéftigen sich mit Substanzen,
welche die Ausbildung von Begleitproteinen (,,Chaperone®) beeinflussen. Diese Substanzen
sollen die Entwicklung eines Begleitproteins des HER2/neuRezeptors, HSP-90, hemmen und
somit dessen Expression reduzieren. Gegenwirtig befinden sich somit erfreulicherweise
einige neue Therapieansitze in der Entwicklung, welche moglicherweise die Prognose des

Mammakarzinoms in Zukunft weiter verbessern.
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1.2 Molekulargenetische Ursachen des Mammakarzinoms

1.2.1 Einfiihrung

Unverdndert besteht ein groBes Interesse an den molekulargenetischen Untersuchungen zum
Thema Brustkrebsentstehung. Die Identifizierung der Gene BRCAI und BRCA2 und die
Tatsache, dass Mutationen in diesen Genen zur Entstehung eines Mamma- und
Ovarialkarzinoms pradisponieren, haben in iiber zehn Jahren zu neuen Einblicken in
molekulare Mechanismen der Tumorentstehung gefiihrt (Liu et al., 2002). Bei dem familidren
Mamma- und/oder Ovarialkarzinom stehen Mutationen in BRCAI oder BRCA2 unter den
genetischen Ursachen im Vordergrund. Man nimmt an, dass ein Drittel aller dominant
vererbten Mammakarzinomfille in einer BRCAI- oder BRCA2-Mutation begriindet sind.
Epidemiologischen Studien zufolge erkranken iiber 80 % der BRCAI-Mutationstrigerinnen
und ca. 70-80 % der BRCAZ2-Mutationstrdgerinnen bis zum 70. Lebensjahr an einem
Mammakarzinom (Beckmann et al., 2002; King et al., 2003). Eine Mutationsanalyse der
beiden Gene ist aufgrund ihrer molekularen Grofe aufwindig. Unter der Vielzahl bekannter
Genverdnderungen dominiert in Deutschland die Insertion 5382insC, welche bei etwa 1 %
aller = Mammakarzinompatientinnen und bei etwa 4 % aller familidren
Mammakarzinomerkrankungen vorliegt (Backe et al., 1999). Die Zugehorigkeit zu
Bevolkerungsgruppen mit Griindermutationen wie den Ashkenazim-Juden erhdht die
Wahrscheinlichkeit der Triagerschaft einer BRCA-Mutation. Die BRCA /-Mutation 185delAG
(1,1 %) und die BRCA2-Mutation 6174delT (1,5 %) sind die hdufigsten Mutationen unter den
Ashkenazim (Roa et al., 1996).

Da jedoch bei weitem nicht alle familidren Brustkrebsfille mit BRCAI- bzw. BRCA2-
Mutationen assoziiert werden konnen, richtet sich seit einiger Zeit groBes Interesse auf die
Identifizierung weiterer Brustkrebsgene. In Betracht genommen werden beispielsweise die
Produkte von Genen, welche iiber Protein-Interaktionen in direktem Kontakt mit BRCA1
bzw. BRCA2 stehen. Hier wiren vor allem Proteine zu nennen, die in den DNA-
Reparaturprozess eingreifen.

Ionisierende Strahlung und bestimmte Chemikalien erzeugen DNA-Doppelstrangbriiche,
diese kdnnen in Séugerzellen auf zwei Wegen repariert werden: zum einen iiber die homologe
Rekombination (HR) und zum anderen {iiber das ,,non-homologous end-joining™ (NHEJ),
welches auch als illegitime Rekombinations-Reparatur bekannt ist (Karran et al., 2000). Auch
wenn beide Reparaturvorgédnge nicht ausschlieBlich gesondert voneinander betrachtet werden

konnen, treten beide Vorginge abhédngig von der Phase des Zellzyklus getrennt auf. NHEJ
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dominiert in der G1-Phase, wihrend HR als exaktere Reparaturoption in der S- und G2-Phase
hinzu kommt (West, 2003). Abbildung 1 zeigt eine Ubersicht iiber die Signalwege in der
DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur. Linksseitig wird der NHEJ- und rechtsseitig der HR-
Reparaturweg dargestellt.

Wihrend schwere Defekte von Reparaturgenen mit hoher chromosomaler Instabilitit und
Zelltod einhergehen, konnen hypomorphe Defekte, die eine Restfunktion belassen, ggf.
toleriert werden. Selbst solche Defekte konnen jedoch mit einer Tumorentstehung assoziiert
sein, da ein reibungsloser Ablauf der DNA-Reparatur fiir die Integritdt des menschlichen
Genoms unerldsslich ist. Im Folgenden soll auf einige Reparaturgene ndher eingegangen

werden.

Abbildung 1: Komponenten der Signalwege in der DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur (modifiziert nach
Kuschel et al., 2002)

Der initiale Schritt in beiden dargestellten Reparaturwegen ist das Erkennen und Signalisieren eines DNA-
Doppelstrangbruchs durch den NBS1/MRE11/RADS50-Proteinkomplex. Im NHEJ bindet Ku70/80 an die
Doppelstrangbruchregion und aktiviert DNA-PKcs. DNA-PK und ARTEMIS besitzen Nuklease-Aktivitdt; XRCC4, Ligase
IV und XLF katalysieren die Ligation. Wéahrend der HR wird der DNA-Einzelstrangaustausch durch RADS51 katalysiert und
durch Interaktion mit RAD52 und RAD54 erleichtert. Die RADS51 verwandten Proteine RAD51B-D, XRCC2 und XRCC3
sind iiber eine direkte Interaktion zwischen XRCC3 und RADS1 in die HR involviert. BRCA?2 interagiert direkt mit RADS1
und indirekt mit BRCAl. ATM reguliert BRCA1 und NBS1 sowie weitere relevante Reparaturproteine iiber
Phosphorylierung.
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1.2.2 BRCA1

Die entscheidende Beobachtung, dass das familidre Auftreten des Mamma- und
Ovarialkarzinoms in einigen Fillen an den Chromosomenabschnitt 17q12-21 gekoppelt ist,
fiihrte 1994 zur Identifizierung des BRCAI-Gens (Miki et al., 1994). Es handelt sich um ein
relativ groles Gen, welches sich liber 24 Exons erstreckt und fiir ein 1863 Aminosduren
langes Protein von 220 kDa kodiert. Dem BRCA1-Protein wird mit seiner Kontrollfunktion
innerhalb des Zellzyklus, der DNA-Reparatur und der Transkription eine zentrale Rolle
zugeschrieben (Venkitaraman et al., 2002). BRCA1 kontrolliert den Eintritt der Zelle in die
Mitose (Yarden et al., 2002). Im Hinblick auf die Reparaturfunktion konnte gezeigt werden,
dass BRCAI-mutationstragende Zellen sensibel auf DNA-schiddigende Strahlung reagieren
(Foray et al., 1999). Es konnte nachgewiesen werden, dass BRCA I-mutationstragende Zellen
Defekte aufwiesen in der homologen Rekombination bei DNA-Doppelstrangbriichen
(Moynahan et al., 1999). Dariiber hinaus wiesen Zhong et al. (2002) bei BRCA1-defizienten
Zelllinien eine herabgesetzte NHEJ-Aktivitdt nach, was zu der Vermutung fiihrte, dass
BRCAI1 ebenfalls eine Funktion im NHEJ-Reparaturweg besitzt. DNA-Doppelstrangbriiche
werden als wichtige Vorlduferldsionen fiir Chromosomenaberrationen angesehen (Chen et al.,
1998a). Insgesamt werden die Funktionen von BRCAI1 durch seine komplexen Protein-
Interaktionen bestimmt. Abbildung 2 veranschaulicht funktionelle Domédnen des BRCAI-
Proteins. An seinem Amino-Terminus besitzt das Protein ein Ringfingermotiv.
Ringfingermotive haben die Féhigkeit zur Ubiquitinierung. Ubiquitin-Ligasen ermdglichen
die Markierung von Proteinen, welche zum Abbau in Proteasomen vorgesehen sind. Nach der
Verkniipfung des Proteins mit Ubiquitin wird dieses durch das Proteasom erkannt und in
dessen Innerstes aufgenommen, wo der Abbau stattfindet. Es konnte gezeigt werden, dass das
Protein BARDI, welches ebenfalls iiber ein Ringfingermotiv verfiigt, mit der
Ringfingerdomine des BRCA1-Proteins interagiert (Wu et al., 1996). Der BARD1/BRCAL
Komplex hat die Funktion einer Ubiquitin-Ligase. Die Substrate fiir die BARDI/BRCAI-
Ligaseaktivitdt sind bisher nicht vollstindig geklédrt und schlieBen moglicherweise auch den
Ostrogenrezeptor mit ein (Eakin et al., 2007). Eine fiir Brustkrebs disponierende Mutation
innerhalb der Ringfingerdomine von BRCAI1 fiihrt zum Verlust der Aktivitdt der Ubiquitin-
Ligase und zu iiberhohter Strahlensensibilitit (Ruffner et al., 2001). BRCA1 bildet dariiber
hinaus mit einer Gruppe von Proteinen einen umfangreichen Komplex, BASC (BRCAI-
associated genome surveillance complex). Hierbei handelt es sich um entscheidende
Tumorsuppressor- und DNA-Reparatur-Proteine wie RADS50, MRE11, NBS1 und ATM. Der
MRE11/RADS50/NBS1 Komplex taucht bereits in einer initialen Phase von beiden DNA-
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Doppelstrangbruchreparaturwegen (HR und NHEJ) auf (sieche Abbildung 1). ATM hingegen
reguliert BRCA1 {iber Phosphorylierung (Cortez et al., 1999). Eine weitere essentielle
Domine des BRCA1-Proteins liegt an seinem Carboxy-Terminus, die sogenannte BRCT-
Domine. Hier tritt BRCA1 mit BACH1/BRIP1, einer 130 kDa groen DNA-Helicase in
Interaktion. Es konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression einer mutierten Form des
BACHI1/BRIP1-Proteins (Lys52— Arg) zu einer erhohten Sensibilitit gegeniiber ionisierender
Strahlung sowie zu einer verminderten DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur fithrt und mit
einem frithen Auftreten von Brustkrebs assoziiert ist (Cantor et al., 2001). Mutationen des
BACHI1/BRIPI-Gens miissen wohl generell zu den genetischen Dispositionen fiir das
Mammakarzinom gezdhlt werden (Seal et al., 2006). Ferner interagiert BRCA1 mit CtIP,
einem Protein welches urspriinglich iiber Interaktion mit dem Transkriptionssuppressor CtBP
identifiziert worden war (Schaeper et al., 1998; Yu et al., 1998). Es wurde gezeigt , dass ATM
CtIP phosphoryliert und hiermit BRCA1 supprimiert (Li et al., 2000). Die BRCT-Tandem-
Domine von BRCAI ist somit wesentlich an dem Zellzyklusarrest in der DNA-
Doppelstrangbruchreparatur beteiligt. Des Weiteren spielt die BRCT-Region eine Rolle in der
Aktivierung bestimmter Transkriptionsvorgidnge. So bindet hier beispielsweise die RNA-
Polymerase I (RNAP II), welche im Rahmen der Transkription die m-RNA-Synthese
katalysiert. Keimbahnmutationen in der Carboxy-terminalen Doméne, fithren zu einem
Verlust der Transkriptionskontrolle durch BRCAI wund disponieren somit zur
Brustkrebsentstehung (Hayes et al., 2000). Bei einigen dieser Brustkrebs-assoziierten
Mutationen von BRCA1 handelt es sich um ,,truncation-mutations®, hier liegt ein Verlust der
Carboxy-terminalen Doméne vor. BRCA1 verfiigt des Weiteren {iber 2 NLS-Motive (,,nuclear
localization signals®), welche iiber Interaktion mit weiteren Proteinen, wie z. B. BRAP2, den
direkten Transport von BRCA1 in den Zellkern vermitteln (Chen et al., 1996; Li et al., 1998).
Die oben aufgefiihrten Protein-Interaktionen von BRCA1 signalisieren dessen
Multifunktionalitdt in Bezug auf den DNA-Metabolismus und die Komplexitit der DNA-
Reparaturvorgénge. Die prizise biochemische Rolle von BRCA1 bleibt jedoch bislang

weitgehend offen.
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CtIP, RNAP II

Abbildung 2: Funktionelle Doméinen von BRCA1 (nach West, 2003)

BRCA1 verfiigt tiber 1863 Aminosduren und interagiert mit BARD1, welches Ubiquitin-Ligase-Aktivitdt besitzt. Des
Weiteren findet eine Interaktion statt mit dem MRE11/RAD50/NBS1 (M/R/N)-Rekombinations-/Reparaturkomplex. Uber 2
NLS-Motive (,,nuclear localization signals®) wird der Transport von BRCA1 in den Zellkern vermittelt. Am Carboxy-
Terminus (BRCT-Doméne) interagiert BRCA1 mit der DNA-Helicase BACH1/BRIP1, dem CtBP-interagierenden Protein
CtIP, der RNA-Polymerase II (RNAPII) und BRCA2.

1.2.3 BRCA2 und RADS51

Kurze Zeit nach der Entdeckung des BRCAI-Gens konnte auch das zweite Brustkrebsgen
BRCA2 auf dem Chromosomenabschnitt 13q12-13 identifiziert werden (Wooster et al., 1995).
Seine 27 Exons kodieren fiir ein 3418 Aminosduren langes Protein von 390 kDa GroBe.
Abbildung 3 veranschaulicht die funktionellen Dominen des Gens. An seinem Amino-
Terminus interagiert BRCA2 mit P/CAF, einem Transkriptions-Co-Aktivator mit intrinsischer
Histon-Acetyltransferase-Aktivitéit (Fuks et al., 1998). An seinem Carboxy-Terminus verfiigt
es dhnlich wie BRCA1 {iber zwei NLS-Motive ,,nuclear localization signals®, welche den
Transport von BRCA2 in den Zellkern vermitteln. Ferner interagiert BRCA2 mit DSS1
(Marston et al., 1999), einem nur 70 Aminosduren langen Polypeptid, dessen Verlust zu
Hand- und FuBmalformationen (,,split-hand/split-foot-syndrome*) fiihrt (Crackower et al.,
1996). Es konnte gezeigt werden, dass ein Mangel an funktionstiichtigem DSS1 zu einer
Instabilitdt von BRCA2 und erhohter Strahlensensibilitét fiihrt (Li et al., 2006). Des Weiteren
existiert eine BRCA2-Bindungsstelle fiir den BRCA2-assoziierten Faktor 35 (BRAF35),
dessen genaue Funktion bislang noch nicht hinreichend geklirt wurde (Marmorstein et al.,
2001). SchlieBlich interagiert das BRCA2-Protein mit PALB2 (,,partner and localiser of
BRCA2%). PALB2 reguliert die intrazelluldre Lokalisation von BRCA2, und Mutationen des
PALB2-Gens zéhlen zu den genetischen Dispositionen fiir das Mammakarzinom (Rahman et
al., 2007; Erkko et al., 2007). Wie BRCA1-defiziente Zellen zeigen auch BRCA2-defiziente
Zellen eine erhohte Anzahl chromosomaler Aberrationen. Dies fithrte zu der Annahme, dass

sowohl BRCA1 als auch BRCA2 an der Instandhaltung der genomischen Integritét beteiligt
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sind und, dass chromosomale Instabilitdt eine pathogenetische Basis fiir die Tumorentstehung
ist (Welcsh et al., 2001). Verschiedene Studien belegen, dass insbesondere die homologe
Rekombination (HR) in BRCA2-defizienten Zellen gestort ist, wihrend das ,,non-homologous
end-joining® (NHEYJ) intakt bleibt.

Bei BRCA2 wird die direkte Interaktion mit RADSI1 als essenziell fiir die homologe
Rekombinations-Reparatur angesehen (Liu et al., 2002). Bei RADS51 handelt es sich um ein
eukaryontisches homologes Protein der E. coli Recombinase RecA. Man kam zu diesem
Ergebnis, als 1992 die Beobachtung gemacht wurde, dass die Sequenz von RecA und dem
Hefeprotein hRad51 zu 30 % fibereinstimmt. Elektronenmikroskopische Untersuchungen
zeigten weiterhin die strukturelle Ahnlichkeit zwischen RecA und hRad51. Im Gegensatz zu
RecA ist RADSI fiir die Séugetierzelle essenziell. Das Fehlen von beiden RADS5I-Allelen
fiihrte bei Méausen zu frither embryonaler Letalitit (Lim et al., 1996; Tsuzuki et al., 1996).
RADS1 hat die Struktur eines langen helikalen Polymers, welches sich um die DNA windet
um Nucleoprotein-Filamente zu formen (Ogawa et al., 1993). Seine Molekulargrof3e wird mit
ungefidhr 38 kDa angegeben. Es konnte gezeigt werden, dass RADS51 sowohl an BRCAL1 als
auch an BRCA2 bindet und in der meiotischen und mitotischen Rekombination sowie im
homologen Rekombinationsreparaturweg eine entscheidende Rolle einnimmt (Chen et al.,
1998; Scully et al., 1997). RADS51 bindet am 5'-Ende von Exon 11, in einer Region mit sechs
BRC-Peptiden, an BRCA2 (Chen et al., 1998). Interaktionen zwischen BRC3 und BRC4 mit
RADS51 verhindern dessen Bildung von Nukleoprotein-Filamenten (Davies et al., 2001).
Néhere Untersuchungen zeigten, dass die Inaktivierung von RADS1 auf die Bildung eines
Fusionsproteins mit BRC4 zuriickgeht (Pellegrini et al., 2002). Damit scheint BRCA2 eine
Art negativen Kontrollmechanismus iiber RADS1 auszuiiben. Anzunehmen wére auch, dass
BRCA2 eine Art Gerlist bildet, welches RADS51 bis zum Auftreten von DNA-
Doppelstrangbriichen inaktiviert (West, 2003). Esashi et al. (2005) berichten iiber eine
zusétzliche Bindungsstelle von RADS51 am Carboxy-Terminus (Exon 27) von BRCA2. Hier
wurde eine Zyklinkinasen-abhéngige (,,CDK-dependent®) Phosphorylierung von BRCA2 am
Serin 3291 nachgewiesen, welche die Bindungsaktivitit zwischen RADS51 und BRCA2
herabsetzt. Diese Phosphorylierung konnte als ein Regulationsmechanismus des homologen
Rekombinationsreparaturweges dienen, indem sie bedarfsweise herauf- bzw. herabreguliert

wird.
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Funktionelle Analysen ergaben, dass RADS1 als Antwort auf DNA-Schéden nukleédre Foci
formt, die Einzelstrang-DNA enthalten (Raderschall et al., 1999). Anhand von Vergleichen
mit RecA wird vermutet, dass RAD51 nach Nucleoprotein-Filament-Bildung an Einzelstrang-
DNA den Strangaustausch zwischen dem geschéddigten und unbeschéddigten homologen
Chromosom oder Schwesterchromatid katalysiert (Sung et al., 1994; West, 2003). Die

genauen Abldufe innerhalb der nukledren Foci bediirfen jedoch néherer Untersuchung.

Helikale Doméne
OB
BRC-Einheiten T ;. NLS
BRCA2
3418 As

P/CAF-Bindung RAD51-Bindung DSS1-Bindun

oS

BRAF35-Bindung ssDNA-Bindung

Abbildung 3: Funktionelle Doméinen von BRCA2 (nach West, 2003)

BRCA?2 ist mit 3418 Aminosduren ein groBes Polypeptid. Am Amino-Terminus interagiert BRCA2 mit der Histone-
Acetylase P/CAF. Ferner interagiert BRCA2 mit dem 35 kDa BRCAZ2-assoziierten Faktor BRAF35 und mit DSS1. Dartiber
hinaus verfiigt es tiber acht BRC-Einheiten, von denen sechs die Interaktion mit RADS51 ermdglichen. Ferner besitzt BRCA2
Oligonukleotid-Bindungsdoménen (OB), welche mit Einzelstrang-DNA interagieren. Uber zwei am Carboxy-Terminus
befindliche NLS-Motive (,,nuclear localization signals®) wird der Transport von bestimmten Proteinen in den Zellkern

vermitteln.
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1.2.4 Die RADSI1 paralogen Proteine

Mittels Studien an strahlensensiblen Zelllinien konnten Mitte der 90er Jahre die Gene XRCC?2
und XRCC3 kloniert und identifiziert werden (Tebbs et al., 1995; Tambini et al., 1997). Die
Analyse ihrer Aminosiuresequenz ergab ca. 25 % Ubereinstimmung mit der Sequenz von
RADSI1 (Cartwright et al., 1998b; Liu et al., 1998). Kurze Zeit spédter wurden drei weitere
RADSI1 paraloge Proteine identifiziert, RAD51B, RAD51C und RADSID (Albala et al.,
1997; Dosanjh et al., 1998, Pittmann et al., 2000). Obwohl die prizise Rolle der RAD51-
Paralogen im homologen Rekombinationsreparaturweg (HR) bis jetzt noch nicht geklart ist,
gilt als gesichert, dass sie in ihrer Funktion nicht durch andere Proteine auswechselbar sind.
Der Verlust nur eines dieser Proteine macht die Zelle sensibel fiir Noxen, welche DNA-
Doppelstrangbriiche induzieren konnen. Des Weiteren zeigen solche Zellen langsamere
Wachstumsraten und weisen Defekte innerhalb des homologen Rekombinationsprozesses mit
einem hohen Level an spontanen Chromosomenaberrationen auf (Liu et al., 1998; Takata et
al., 2001). Die fiinf RADS51 paralogen Proteine bilden zwei Komplexe, den BCDX2-Komplex
(RADS1B, RADSIC, RADSID und XRCC2) und den CX3-Komplex (RADS1IC und
XRCC3) (Masson et al., 2001). Der BCDX2-Komplex bindet spezifisch an Einzelstrang-
DNA. Es wird vermutet, dass er eine frilhe Funktion innerhalb des HR einnimmt (Masson et
al., 2001). Der CX3-Komplex bindet Einzelstrang- und Doppelstrang-DNA und ist am
homologen DNA-Annealing beteiligt (Kurumizaka et al., 2001). Wéahrend RADS51C mit
Ausnahme von sieben Aminosiuren des Amino-Terminus komplett an XRCC3 bindet, ist nur
die Region XRCC3¢3.346 an dieser Bindung beteiligt. Eine Deletionsmutation innerhalb dieser
XRCC3-Region (Phe249) verursacht eine signifikante Reduktion der CX3-Komplex-Bildung
(Kurumizaka et al., 2003). Die ebenfalls in dieser Region identifizierte
Aminoséduresubstitution (T241M) ist mit der Entstehung von Brustkrebs assoziiert worden
(Kuschel et al.,, 2002). Andere Studienergebnisse weisen daraufhin, dass XRCC3
moglicherweise zwei unterschiedliche Funktionen innerhalb der homologen Rekombination
ibernimmt, eine von RADS51 abhéngige und eine von RADS51 unabhingige Funktion.
Diesbeziiglich konnte gezeigt werden, dass XRCC3 sich unabhidngig von RADS51 an
Regionen mit DNA-Doppelstrangbriichen in nukledren Foci anlagert. Beide Proteine sind ca.
zehn Minuten nach Einwirkung von ionisierender Strahlung an DNA-Doppelstrangbriichen
nachweisbar (Forget et al., 2004). Friihere Studien ergaben, dass die Bildung von nukledren
RADS5I1-Foci die Anwesenheit von XRCC3 erfordert (Bishop et al., 1998). Die Vermutung
liegt also nahe, dass XRCC3 an der Bildung des RADS51-Nukleoprotein-Filamentes an DNA-
Doppelstrangbriichen beteiligt ist. Inwiefern der CX3-Komplex genau daran mitwirkt bleibt
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bislang offen. Abbildung 4 zeigt ein Modell fiir die Interaktionen von BRCA2, RADS1 und
XRCC3 an DNA-Doppelstrangbriichen.

Die Interaktionen des BCDX2-Komplexes sind weniger gut untersucht. Schild et al. (2000)
zeigten, dass RADS1B und RADSI1C ein Heterodimer bilden, welcher nur in Anwesenheit
von RADS51D mit XRCC2 interagiert. Ferner zeigten Masson et al. (2001), dass der BCDX2-
Komplex nicht nur an Einzelstrang-DNA bindet, sondern auch an Einzelstrangbriichen in
Doppelstrang-DNA. Dies fiihrte zu der Annahme, dass der BCDX-Komplex an
Kreuzvernetzungsstellen bindet und damit den Beginn der Rekombinations-Signalwege

einleitet.

R

POV

Abbildung 4: Interaktionen zwischen RADS1, XRCC3 und RADS51C (nach Forget et al., 2004)

Der RAD51C/XRCC3-Heterodimer bindet bei DNA-Doppelstrangbruch an Einzelstrang-DNA. Durch direkte Interaktion
zwischen XRCC3 und RADS51 wird die Bildung des RAD51-Nukleoproteinfilamentes initiiert.
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1.2.5 ,,Non-homologous end—joining* (NHEJ) und die Rolle von XRCC4

Im Gegensatz zum homologen Rekombinationsreparaturweg (HR) erfolgt die Reparatur von
DNA-Doppelstrangbriichen (DSB) im NHEJ-Reparaturweg mit einer Verdnderung der
genetischen Information, da hierbei dem Namen entsprechend ein Reparaturvorgang zwischen
zwei nicht-homologen DNA-Sequenzen erfolgt. Aus diesem Grund wird der NHEJ-
Reparaturweg auch als illegitim oder unprézise bezeichnet. Dennoch werden die meisten
DNA-Doppelstrangbriiche auf diesem Wege repariert. Es konnten bislang mindestens sieben
Proteine identifiziert werden, die an diesem Prozess beteiligt sind (Ku70/80, DNA-PKcs,
ARTEMIS, LIGASE IV, XRCC4, XLF). Abbildung 5 veranschaulicht ein Modell fiir die
Interaktion dieser Proteine innerhalb des NHEJ (Lieber et al., 2003). Abbildung 6
veranschaulicht die Interaktion der Proteine Ku70/80, DNA-PKcs und ARTEMIS nach den
Erkenntnissen von Drouet et al. (2006).

Es konnte gezeigt werden, dass bei DNA-Doppelstrangbruch ARTEMIS zusammen mit
XRCC4/LIGASE IV und DNA-PK aus dem Zytoplasma in den Zellkern mobilisiert werden
(Drouet et al., 2005). In einem ersten Schritt muss die DNA-Doppelstrangbruchregion erkannt
und die beiden DNA-Enden beieinander gehalten werden (,,recognition and synapsis®). An
diesem Schritt scheint der Proteinkomplex Ku beteiligt zu sein. Ku ist ein Heterodimer und
setzt sich aus zwei funktionellen Untereinheiten, Ku70 und Ku80, zusammen. Innerhalb der
Struktur des Ku-Proteinkomplexes existiert eine kreisformige Liicke, iiber die der Kontakt mit
der DNA-Helix zustande kommt und somit moglicherweise der NHEJ-Reparaturweg
ausgelost wird (Walker et al., 2001). Durch den Kontakt mit der DNA-Helix kommt es zu
einer Konformationsdnderung des Ku-Dimers, so dass eine Bindung von DNA-PKcs
(katalytische Untereinheit der DNA-abhingigen Proteinkinase) an die Ku80-Untereinheit
erfolgen kann. Wie gezeigt werden konnte fungiert der Carboxy-Terminus der Ku80-
Untereinheit als Andockstelle (Falck et al., 2005). Fir Ku und DNA-PKcs konnte eine
Synapsis-Aktivitdit nachgewiesen werden (DeFazio et al., 2002). Synapsis-Aktivitit
bezeichnet die Fihigkeit, beide DNA-Enden in der DSB-Region dicht beeinander zu halten.
DNA-PKcs ist auch unabhénging von Ku in der Lage an ein dsSDNA-Ende zu binden. Die
Affinitdt zur Bindung kann jedoch in Anwesenheit von Ku auf das 100-fache gesteigert
werden (Hammersten et al., 1998). Als zweiten Schritt innerhalb des NHEJ wird ein ,,end-
processing® angenommen, in dem inkompatible DNA-Enden durch eine Nuklease verkiirzt
werden. Bevorzugt werden solche DNA-Abschnitte miteinander verbunden, die sogenannte
Mikrohomologien zeigen, d.h. in denen die Sequenz in bis zu vier Nukleotiden iibereinstimmt

(Roth et al., 1986). Die iiberschiissigen Nukleotide werden dann mit einer 5'- oder 3'-
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Nuklease entfernt. DNA-PKcs besitzt sowohl 5'- als auch 3'-Nuklease-Aktivitidt in
Komplexbildung mit dem Protein ARTEMIS (Ma et al., 2002). ARTEMIS wurde als
defiziente Komponente bei Kindern mit dem strahlensensiblen SCID-Syndrom (,,severe
combined immunodeficiency*) identifiziert (Moshou et al., 2001). Die Phosphorylierung von
ARTEMIS durch DNA-PKcs wird als Startpunkt fiir die Nukleaseaktivitit des Komplexes
angesehen (Ma et al., 2002). Ferner konnte gezeigt werden, dass DNA-PKcs essenziell ist um
ARTEMIS auf das beschddigte Chromatid zu laden, welches den DNA-PKcs/ARTEMIS-
Komplex zu einem Kernstiick des NHEJ-Reparaturweges macht (Drouet et al., 2006). Drouet
et al. (2006) postulierten, dass die DNA-PKcs vermittelte Phosphorylierung sowohl fiir die
Aktivierung der Nukleaseaktivitit von ARTEMIS, als auch fiir die Stabilisierung des DNA-
PKcs/ARTEMIS—Komplex notwendig ist. Unter diesen Bedingungen kann ARTEMIS seine
Endonuklease-Aktivitit entfalten.

Das Protein Ku scheint neben der oben beschriebenen Bindungsaktivitit ebenfalls fiir die
Dissoziation des DNA-PKcs/ARTEMIS-Komplexes von der DNA—Doppelstrangbruchregion
verantwortlich zu sein. Bindung und Dissoziation konnten in einer Art Konkurrenz
zueinander stehen. Eine andere Theorie ist, dass die Dissoziation von ARTEMIS und DNA-
PKcs durch eine Konformationsdanderung von DNA-PK ausgelost wird. Die Beteiligung eines
weiteren unbekannten Proteins konnte bislang noch nicht ausgeschlossen werden (Drouet et
al., 2006).

Die Frage, ob im Anschluss an das durch ARTEMIS und DNA-PKcs vermittelte ,,end-
processing* eine Neusynthese (,,gap-filling™) der dsDNA innerhalb der Liicke erfolgt, ist noch
unzureichend geklédrt. Die Ligation der dsDNA-Enden wurde bislang als Funktion des
XRCC4/Ligase IV-Komplex beschrieben (Grawunder et al., 1997). Ahnesorg et al. (2006)
berichten {iber die Identifizierung eines neuen Reparaturproteins, XLF, welches strukturelle
Ahnlichkeit zu XRCC4 besitzt und mit dem XRCC4/LIGASE IV-Komplex interagiert. Zellen
mit geringer XLF-Aktivitit zeigen eine erhohte Sensibilitéit beziiglich ionisierender Strahlung
und Defekte in der DSB-Reparatur. Der XRCC4/LIGASE IV-Proteinkomplex scheint zum
Teil an XLF gebunden vorzuliegen. Lee et al. (2000) beschreiben den XRCC4/LIGASE IV-
Proteinkomplexes als eine Tetramer-Struktur, welche sich jeweils aus einem XRCC4- und
einem LIGASE IV-Dimer zusammensetzt. Es wurde vermutet, dass der XRCC4-Dimer den
strukturellen Kern dieses Tetramers darstellt und diesen stabilisiert. Konform mit dieser
Vermutung zeigten Grawunder et al. (1997), dass XRCC4 die Ligaseaktivitit von LIGASE IV
zu stabilisieren und zu erhohen scheint. In einer Studie von Modesti et al. (2003) wurde ferner

beschrieben, dass XRCC4 neben seiner dimeren Form ebenfalls in Form eines Tetramers
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vorliegen kann. Man nahm an, das nur die dimere Form des XRCC4-Proteins
Bindungsaktivitdt an LIGASE IV und somit NHEJ-Funktionalitit besitzt. Ahnesorg et al.
(2006) mutmaBen eine Regulationsfunktion des XLF-Proteins in Bezug auf die
Konformationsdnderung von XRCC4. Diesbeziiglich bedarf es weiterer struktureller
Analysen um die Zusammenhinge des XRCC4/LIGASE IV/XLF-Komplexes zu untersuchen.
Im Zusammenhang mit der bereits oben erwéhnten Frage nach einem ,,gap-filling™ konnte
gezeigt werden, dass die DNA-Polymerase p mit dem XRCC4/LIGASE IV-Komplex
interagiert (Mahajan et al., 2002). Ob und welche zusétzliche Funktion der DNA-Polymerase
p obliegt ist noch nicht abschlieBend geklért.

Das XRCC4-Protein ist mit 334 Aminoséduren ein relativ kleines Protein. Seine Grofle wird
auf ca. 38 kDa geschétzt. In der SDS-PAGE-Gelelektrophorese zeigt die prominente Form
von XRCC4 jedoch das Laufverhalten eines ca. 55 kDa groflen Proteins. Als Ursache dieses
Laufverhaltens wird der hohe Anteil an Aminosdureresten in der Proteinstruktur
angenommen, welcher die Menge des am Protein gebundenen SDS reduzieren konnte
(Critchlow et al., 1997). Nach Einwirkung von ionisierender Strahlung wird XRCC4
vorwiegend in einer p60-Form in der SDS-PAGE detektiert. p60 wurde als von DNA-PKcs
phosphorylierte Form von XRCC4 identifiziert, da sie in DNA-PKcs defizienten Zelllinien
nicht nachweisbar und dariiber hinaus auf Phosphatase sensibel war (Matsumoto et al., 2000).
Lee et al.(2004) und Yu et al.(2003) belegen, dass die von DNA-PKcs abhingige XRCC4-
Phosphorylierung vor allem an den Serinresten 260 und 318 erfolgt. Des Weiteren existieren
sieben weitere Phosphorylierungsstellen (Serine 193, 259, 302, 313, 325, 326 und Threonin

321) des XRCC4-Proteins. Diesen wird jedoch nur eine untergeordnete Rolle eingerdumt.
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DNA-Doppelstrangbruch

Synapsis: Zusammenhalten der

Ku beiden DNA-Enden

,End-processing®: Entfernung {iberschiissiger

Arternis-DNA-PKey Nukleotide an 3'- und 5'-Ende

N
,,End-processing®:
3 Templatebezogene Neusynthese
XRCC4- o
DNA-ligase-IV Ligation

Abbildung 5: ,,Non-homologous DNA end-joining*“ (NHEJ) Signalweg (nach Lieber et al., 2003)

Wenn ein DNA-Doppelstrangbruch auftritt, werden wahrend der initialen Synapsis die DNA-Enden mit Hilfe von Ku und
DNA-PKcs beieinander gehalten. Wahrend des ,,end-processing® werden tiberschiissige Nukleotide an 3'- und 5'-Ende durch
die Nuklease-Eigenschaft von ARTEMIS und DNA-PKcs entfernt. Im Anschluss werden entstandene Liicken (,,gaps™) durch
Neusynthese aufgefiillt. Der XRCC4/Ligase [V-Komplex katalysiert schlieBlich die Ligation der DNA-Enden.
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|  DNAend Ku70/80 DNA-PKcs Artemis

Abbildung 6: Modell fiir die Interaktion zwischen DNA-PKcs und ARTEMIS in Anwesenheit der DNA-
Doppelstrangbruchregion (nach Drouet et al., 2006)

Im Modell wird nur ein DNA-Ende der Doppelstrangbruchregion gezeigt. (1) Im zelluldren Milieu kann der DNA-PKcs-
ARTEMIS-Komplex nur in Anwesenheit von Ku an DNA-Enden binden. (2) Ku kann nur in Anwesenheit eines DNA-Endes
an den DNA-PKcs-ARTEMIS-Komplex binden. (3) Die Bindung von Ku an das DNA-Ende exponiert den Carboxy-
Terminus des Proteins als eine Andockstelle fiir den DNA-PKcs/ARTEMIS-Komplex. (4) Die Einschleusung von DNA-
PKcs in den Ku/DNA-Komplex erzeugt eine Konformationsénderung, welche ARTEMIS, zur Verhinderung seiner Kinase-
Aktivitdt, von dem Komplex dissoziieren ldsst. (5) Unter kinaseaktiven Bedingungen fiihrt eine weitere
Konformationsdanderung von DNA-PKcs, welche moglicherweise durch eine Autophosphoylierung oder die
Phosphorylierung von ARTEMIS erfolgt, zur Stabilisierung des DNA-PKcs/ARTEMIS-Komplex und die Endonuklease-
Aktivitdt von ARTEMIS wird ausgeldst.

1.2.6 ATM

Das ATM-Gen ist 1995 als das beim Strahlensensibilititssyndrom Ataxia teleangiectatica
(AT) mutierte Gen auf dem Chromosomenabschnitt 11g23.1 identifiziert worden (Savitsky et
al., 1995a; 1995b). Es kodiert fir ein Protein mit 3056 Aminosduren und einem
Molekulargewicht von ca. 350 kDa. Die Erkrankung wird autosomal rezessiv vererbt und ist
eine Multisystemerkrankung des Kindesalters. Das Krankheitsbild wurde erstmalig 1926 von
den tschechischen Neurologen Syllaba und Henner als kongenitale Athetose beschrieben.

1941 beschrieb die franzosischen Neurologin Denise Louis-Bar die Krankheit erneut,
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weswegen die Ataxia teleangiectatica ebenfalls den Namen Louis-Bar-Syndrom trégt. Das
Syndrom setzt sich zusammen aus einer zerebelliren Ataxie, multiplen Teleangiektasien,
einer ausgeprigten Immundefizienz sowie einer zelluldren Strahlensensibilitit und
Chromosomeninstabilitdt. Ein weiteres klinisches Merkmal der AT ist die Disposition fiir
bestimmte Malignome. Wihrend Kinder vorwiegend Lymphome oder Leukémien entwickeln,
leiden Patienten, die das Erwachsenenalter erreichen, auch an soliden Tumoren wie z.B. dem
Mammakarzinom. Die Lebenserwartung der AT-Patienten ist mit 20-40 Jahren deutlich
eingeschriankt, kann aber im Ausnahmefall 60 Jahre iiberschreiten. Die haufigsten
Todesursachen sind die Folgen einer malignen Erkrankung sowie rezidivierende pulmonale
Infektionen aufgrund der Immundefizienz.

Wihrend die Ataxia teleangiectatica mit einer Inzidenz von ca. 1:100.000 in Deutschland eine
seltene Krankheit ist, wird die Frequenz von heterozygoten Trigern einer 47M-Mutation in
epidemiologischen Studien auf ca. 1 % geschitzt. Heterozygote Alleltridger zeigen keine
Symptome der AT; sie erkranken jedoch hdufiger an Brustkrebs und anderen Malignomen
(Swift et al., 1987; Athma et al., 1996). Das Brustkrebsrisiko fiir AT-Heterozygote ist
gegeniiber der Durchschnittsbevolkerung etwa dreifach erhoht (Athma et al., 1996; Renwick
et al., 2006).

Das ATM-Protein ist vor allem kernstindig lokalisiert und besitzt eine zentrale Rolle in der
zelluldren Antwort auf DNA-Doppelstrangbriiche. Seine Funktion liegt in der durch Strahlen-
einwirkung induzierbaren Phosphorylierung von Proteinen wie BRCAI1, p53, Nibrin und
CHEK2 und CtIP. ATM kontrolliert dariiber hinaus die Phosphorylierung von RADS51 {iber
die Aktivierung der Proteinkinase c-Abl (Chen et al, 1999). Durch seine
Proteinkinasefunktion vermittelt ATM den Zellzyklusarrest und die Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen  (Kastan et al.,, 2000). Ein Funktionsverlust oder eine
Funktionsminderung des ATM-Proteins resultiert in der Akkumulation von DNA-
Doppelstrangbriichen und chromosomaler Instabilitdt, welche wiederum Ausgangspunkt sein
konnen fir die Aktivierung von Protoonkogenen und die Inaktivierung von

Tumorsuppressorgenen.



-31 -

1.2.7 NBS1

Das NBSI-Gen wurde 1998 von Varon et al. identifiziert. Es ist auf dem
Chromosomenabschnitt 8q21.3 lokalisiert und umfasst 16 Exons. Sein Transkript kodiert fiir
das 754 Aminoséduren lange und ca. 95 kDa grof3e Protein Nibrin. Eine Mutation des NBSI-
Gens (657del5) ist Ausloser fiir die meisten Formen des Nijmegen Breakage Syndroms
(Varon et al., 1998). Diese ebenfalls autosomal rezessiv vererbte Erkrankung zeigt auf
zellulirer Ebene deutliche Uberlappungen zur Ataxia teleangiectatica. Sie wurde 1981
erstmals bei zwei Briidern mit Mikrozephalie, geistiger Retardierung, Gesichtserythemen,
Hyperpigmentierung, IgA-Defizienz und chromosomaler Instabilitit beschrieben (Weemaes
et al., 1981). Eine besondere Disposition zu hdmatopoetischen Erkrankungen wie Leukédmien
bei NBS-Patienten wurde von Seemanova et al. (1985) beschrieben. Nachfolgend konnte eine
erhohte Strahlensensibilitdt in Zellen von NBS-Patienten beobachtet werden (Taalman et al.,
1989).

Nibrin wird nach Einwirkung von ionisierender Strahlung durch ATM phosphoryliert. Zellen
mit ATM-Mutation weisen eine verminderte Phosphorylierung von Nibrin auf. Dieser
Umstand liefert einen biochemischen Erklidrungsansatz fiir die Ahnlichkeit der AT- und NBS-
Phinotypen (Gatei et al., 2000). Nibrin bildet ferner einen Komplex mit den Proteinen
RADS50 und MRE11. Dem MRE11/RADS50/NBS1-Komplex wird eine iibergeordnete Rolle in
beiden Reparaturwegen (HR und NHEJ) von DNA-Doppelstrangbriichen zugeordnet (Kastan
et al.,, 2000). Er bt vermutlich eine friihe Sensorfunktion in der Erkennung von DNA-
Doppelstrangbriichen aus, indem er einen ATM-abhingigen Reparaturweg aktiviert (Morales
et al., 2005).

NBS ist in Westeuropa nur wenig verbreitet, jedoch in Osteuropa, vor allem in Tschechien,
Russland und Polen, durchaus hiufiger. NBS-Heterozygote haben &hnlich wie AT-
Heterozygote ein erhohtes Krebsrisiko. Seemanova konnte 1990 eine Haufung verschiedener
Malignome unter Blutsverwandten von NBS-Patienten nachweisen. 2001 konnten Seemanova
et al. dieses Ergebnis in einer weiteren Studie bestétigen. In der deutschen Bevdlkerung ist die
NBS-Mutation 657del5 selten (Carlomagno et al., 1999). In Osteuropa jedoch konnte eine
signifikant erhohte Prévalenz dieser Mutation bei Brustkrebspatientinnen belegt werden

(Buslov et al., 2005; Gorski et al., 2005; Steffen et al., 2006; Bogdanova et al., in Revision).
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1.3 Das bilaterale Mammakarzinom

Vom Standpunkt der Tumorentstehung her betrachtet stellt das Auftreten von zwei
unabhingigen Malignomen in einem Organsystem eine Raritédt dar. Der bilaterale Brustkrebs
nimmt diesbeziiglich eine Sonderstellung ein. Verschiedenen Studien zufolge tritt bei 2-8 %
aller Brustkrebspatientinnen ein bilaterales Mammakarzinom auf (Healey et al., 1993; Mose
et al., 1995). Liegen zwischen beiden Tumorereignissen weniger als sechs Monate spricht
man von einem synchronen Mammakarzinom. Tumoren, die in einem Zeitraum von mehr als
sechs Monaten aufeinanderfolgen, bezeichnet man als metachrone Mammakarzinome. Das
Vorkommen von synchronen Mammakarzinomen wird mit ca. 25-40 %, das der metachronen
mit ca. 60-75 % aller bilateralen Félle angegeben (Mose et al., 1995; Maculotti et al., 1996).
Die Diagnose des metachronen kontralateralen Tumors wird durchschnittlich nach fiinf bis
sieben Jahren gestellt (Mose et al., 1995; Steinmann et al., 2001).

Die Risikofaktoren fiir die Entstechung eines bilateralen Mammakarzinoms &hneln
grundsétzlich denen der Gesamtheit aller Mammakarzinome. Als besondere Pradispositions-
faktoren werden das junge Alter bei Erstdiagnose eines Mammakarzinoms und eine fiir diese
Erkrankung positive Familienanamnese angenommen (Chen Y et al., 1999). Der bilateralen
Brustkrebserkrankung wird, dhnlich wie bei anderen paarweise auftretenden Tumoren, eine
Indikatorfunktion fiir das Vorliegen einer genetischen Préadisposition zugedacht (Anderson et
al., 1971; Knudson, 1971). Die Bedeutung von BRCAI- und BRCA2-Mutationen fiir die
Entstehung des bilateralen Mammakarzinoms konnte in epidemiologischen Studien an
Familien mit hoher Brustkrebsbelastung gezeigt werden. Heterozygotie fiir eine BRCA - oder
BRCA2-Mutation pradisponiert demzufolge fiir die Entstehung eines kontralateralen
Mammakarzinoms (Ford et al., 1994; Easton et al., 1995). Andere Studien konnten jedoch
keine klare, sondern bestenfalls eine grenzwertig signifikante Assoziation zwischen
BRCAI1/BRCA2-Mutationen und dem bilateralen Mammakarzinom in bevolkerungsbezogenen
Kollektiven nachweisen (Papelard et al., 2000; Steinmann et al., 2001). Werden hingegen
andere Selektionskriterien wie z.B. ein frithes Ersterkrankungsalter zusatzlich in Betracht
gezogen, erhoht sich der proportionale Anteil an BRCA I-/BRCA2-Mutationstragerinnen unter
bilateralen Brustkrebspatientinnen (Bergthorsson et al. 2001; Steinmann et al., 2001). Die
weitaus meisten bilateralen Brustkrebsfille konnen jedoch nicht mit einer BRCAI- oder
BRCA2-Mutation in Verbindung gebracht werden. Auf der Suche nach weiteren genetischen
Pradispositionen werden seit einiger Zeit auch Polymorphismen in Genen mit niedriger

Penetranz eine Rolle in der Entstehung sowohl des unilateralen als auch des bilateralen
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Mammakarzinoms eingerdumt. Imyanitov et al. (2003) messen epidemiologischen Fall-
Kontroll-Studien bei Patientinnen mit bilateralem Mammakarzinom beziiglich der
Assoziation zu genetischen Polymorphismen eine besondere Aussagekraft bei, da sie in dieser
Gruppe verglichen mit unilateral betroffenen Patientinnen eher eine Akkumulation der
betreffenden Genvarianten vermuten. Easton und Antoniou et al. (2004) schitzen, dass
Kollektive mit bilateral betroffenen Patientinnen #hnlich wie solche mit hoher familidrer
Hiufung des Mammakarzinoms die statistische Power einer Fall-Kontroll-Studie etwa
vierfach erhohen. Die vorliegende Arbeit hat diesen Gedankengang aufgegriffen. Der

nachfolgende Abschnitt soll auf die Zielsetzung dieser Arbeit néher eingehen.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Dissertation sollte zunédchst die Privalenz héufiger Genvarianten der
DNA-Reparaturgene RADS51, XRCC2 und XRCC3 in Kollektiven von Patientinnen mit
bilateralem Mammakarzinom und unilateralem Mammakarzinom sowie in der
Durchschnittsbevolkerung vergleichend molekulargenetisch untersucht werden. Es wurden
drei bekannte Varianten in diesen Genen der homologen Rekombinationsreparatur
ausgewdhlt, die zuvor in mindestens einer fritheren Publikation mit einer Disposition fiir das
Mammakarzinom assoziiert worden waren. Im spiteren Verlauf der Doktorarbeit sollten neue
Varianten in dem, zu dem damaligen Zeitpunkt noch weitgehend unerforschten, Reparaturgen
XRCC(C4 identifiziert und diagnostische Testverfahren etabliert werden. Klinische Aspekte der
Erkrankung sollten bei allen Tragerinnen im Vergleich zu Nichtrdgerinnen der Varianten
ausgewertet werden. Zusétzlich sollten von einigen Trigerinnen der RADS5I- und XRCC4-
Varianten lymphoblastoide Zelllinien angelegt und funktionelle Analysen auf mRNA- und

Proteinebene durchgefiihrt werden.

1.5 Vorstellung der Patientenkollektive

Fir diese Arbeit stand ein Patientinnenkollektiv von 120 Frauen mit bilateralem
Mammakarzinom zur Verfiigung. Fiir diese 120 bilateral betroffenen Frauen wurde ein nach
dem Alter bei Erstdiagnose des zweiten Tumors und der Familienanamnese paarweise
abgeglichenes Vergleichskollektiv von unilateral betroffenen Patientinnen erstellt. Als
positive Familienanamnese wurde gewertet, wenn mindestens eine Verwandte ersten oder
zweiten Grades bereits an einem Mammakarzinom erkrankt war. Die Blutproben der
Patientinnen beider Kollektive sowie die klinischen Daten wurden in dem Zeitraum von 1996-
2002 von PD Dr. med. Michael Bremer und weiteren Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern der
Abteilung fiir Strahlentherapie und Spezielle Onkologie der Medizinischen Hochschule
Hannover zusammengetragen. Als weiteres Vergleichskollektiv dienten 120 Proben
freiwilliger Blutspender aus der Durchschnittsbevdlkerung.

Die folgende Tabelle 1 zeigt eine Zusammenfassung der klinischen Charakteristika der
Patientinnen mit bilateralem und unilateralem Mammakarzinom. Die Probennummern sind in

Tabelle 48 des Anhangs aufgefiihrt.
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Bilateral Kollektiv (n=120) Unilateral Kollektiv (n=120) p-Wert

Familienanamnese
mindestens ein Mammakarzinom 33 (27,5 %) 33 (27,5 %) 1,00
negativ fiir Mammakarzinome 87 (72,5 %) 87 (72,5 %)
unbekannt 1(0,8 %) 1 (0,8 %)
mittlere Alter Menarche 13,9 13,8 0,78
mittlere Anzahl Geburten 1.4 1,5 0,35
Manifestation MammaCa
synchron 29 (24,2 %)
metachron (>6 Monate) 91 (75,8 %)
mittleres Zeitintervall (Jahre) 6,1

Tumor 1 Tumor 2
med. Alter ED 54,6 60,7 59,8 0,54
Tumorstadium
Tis 4(3,3%) 7 (5,8 %) 4(3.3%) 0,92/0,14
T1 63 (52,5 %) 75 (62,5 %) 68 (56,7 %)
T2 25 (20,8 %) 32(26,7 %) 37 (30,8 %)
T3 6 (5,0 %) 3(2,5%) 6 (5,0 %)
T4 6 (5,0 %) 3(2,5%) 4(3.3%)
unbekannt 16 (13,3 %) / 1 (0,8 %)
Nodalstadium
NO 70 (58,3 %) 89 (74,2 %) 70 (58,3 %) 0,33/0,24
N+ 35 (29,2 %) 31(25.8%) 46 (38,3 %)
unbekannt 15 (12,5 %) / 4(3.3%)
Histologie
duktales Carcinoma in situ (DCIS) 4(3,3%) 6 (5,0%) 3(2,5%) 0,52/0,57
invasiv duktales Ca 74 (61,7%) 80 (66,7%) 86 (71,7%)
Carcinoma lobulare in situ (CLIS) / 1(0,83%) /
invasiv lobuléres Ca 13 (10,8%) 22 (18,3%) 18 (15,0%)
tubuldres Ca 5(4.2%) 2(1,7 %) 2(1,7 %)
medullires Ca 1 (0,8 %) 2(1,7 %) 3(2,5%)
muzindses Ca 1 (0,8 %) 2(1,7 %) /
anaplastisches Ca / 1(0,8 %) /
unbekannt 22 (18,3 %) 4(3.3%) 8 (6,7 %)
Grading
1 11(9,2 %) 4(3.3%) 10 (8,3 %) 0,63 /0,06
2 38 (31,7 %) 55 (45,8 %) 60 (50,0 %)
3 34 (28,3 %) 44 (36,7 %) 34 (28,3 %)
kein Grading 37 (30,8 %) 17 (14,2 %) 16 (13,3 %)
Hormonrezeptorstatus
positiv 77 (64,2 %) 102 (85,0 %) 96 (80,0 %) 0,86 /0,44
negativ 15 (12,5 %) 16 (13,3 %) 20 (16,7 %)
unbekannt 28(23,3 %) 2(1,7 %) 4(3.3%)
Operation
brusterhaltend 78 (65,0 %) 99 (82,5 %) 100 (85,8 %) <0,01/0,53

Ablatio mammae

42 (35,0 %)

21 (17,5 %)

17 (142 %)

unbekannt / / 3(2,5%)
Bestrahlung
Mittlere Gesamtdosis 51,7 Gy 51,9 Gy 54,2 Gy <0,01/<0,01

adjuvante Chemotherapie

ja 38 (31,7 %) 34 (28,3 %) 31 (25,8 %) 0,30/0,61
nein 81 (67,5 %) 84 (70,0 %) 89 (74,2 %)

unbekannt 1 (0,8 %) 2(1,7 %)

adjuvante Hormontherapie

ja 63 (52,5 %) 93 (77,5 %) 74 (61,7 %) 0,55/<0,01
nein 45 (37,5 %) 23 (19,2 %) 45 (37,5 %)

unbekannt 12 (10,0 %) 4(3.3%) 1 (0,8 %)

Fernmetastasierung

ja 23 (19,7 %) 16 (13,3 %) 0,25
nein 97 (80,8 %) 101 (84,2 %)

unbekannt / 3(2,5%)

Tabelle 1: Klinische Charakteristika nach paarweisem Abgleich der Bilateral- und Unilateral-Kollektive
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Um zu priifen, ob bei den in Tabelle 1 aufgefiihrten klinischen Charakteristika der Bilateral-
und Unilateral-Kollektive signifikante Unterschiede vorlagen, wurde mit Ausnahme der
Fragestellungen Tumorstadium und Grading der Pearson Chi-Quadrat-Test durchgefiihrt.
Tumorstadium und Grading wurden mittels linearer Assoziation (,linear-by-linear-
association®) gepriift.

In geringer Anzahl wurden auch Félle von nicht invasiven Tumoren, Carcinomata in situ
(Tis), in die Bilateral- und Unilateral-Kollektive mit einbezogen. Diesbeziiglich lagen im
Bilateral-Kollektiv keine Uberschneidungen vor, d.h. bei insgesamt elf Carcinomata in situ
lag in zehn Fédllen mindestens ein invasives Mammakarzinom auf der kontralateralen Seite
vor. In einem Fall mit histologisch nachgewiesenem nicht invasivem Zweittumor konnten
beziiglich des Ersttumors keine Angaben zu dem Tumorstadium und der Histologie sowie
weiterer klinischer Charakteristika gemacht werden.

Das mittlere Alter bei Menarche (p = 0,78) sowie die mittlere Anzahl an Lebendgeburten (p =
0,35) unterschieden sich nicht signifikant bei beiden Kollektiven. Da die Kollektive nach der
Familienanamnese (FA) und dem Alter bei Auftreten der Zweiterkrankung der bilateral
betroffenen Patientinnen sowie dem Alter bei Erstdiagnose der unilateral betroffenen
Patientinnen abgeglichen wurden, gab es auch diesbeziiglich keine signifikanten Unterschiede
(FA: p = 1,00; Alter: p = 0,54). Fiir das Tumorstadium, den Lymphknotenstatus, die
Histologie, das Grading, den Hormonrezeptorstatus und das Durchfiihren einer adjuvanten
Chemotherapie wurde jeweils die Erst- bzw. Zweiterkrankung der bilateral betroffenen
Patientinnen mit derjenigen der unilateral betroffenen Patientinnen verglichen. Auch hier
lagen keine signifikanten Unterschiede vor (p-Werte siche Tabelle 1). Allerdings lieferte der
Vergleich des Gradings zwischen dem Zweittumor der bilateralen und dem Tumor der
unilateralen Mammakarzinompatientinnen einen Trend (p = 0,06) mit einer Tendenz zu einem
hoheren Grading beim bilateralen Mammakarzinom. Ein signifikanter Unterschied ergab sich
bei dem Vergleich der durchgefiihrten Operationsmethoden des Ersttumors der bilateral
betroffenen Patientinnen verglichen mit dem Tumor der unilateral betroffenen
Mammakarzinompatientinnen (p = <0,01). Beim Ersttumor wurden die bilateral betroffenen
Mammakarzinompatientinnen héiufiger mastektomiert. Bei Betrachtung der angewandten
Operationsmethode beim Zweittumor der bilateral betroffenen Patientinnen im Vergleich zu
der unilateral betroffener Patientinnen lag jedoch kein signifikanter Unterschied mehr vor.
Diese Tatsache ist moglicherweise durch den Wandel der Standardoperationsmethode im
Laufe der Jahre zu erkldren. Die mittlere Bestrahlungsdosis variierte hingegen bei beiden

Kollektiven, sowohl im Vergleich des Ersttumors als auch im Vergleich des Zweittumors der



-37-

bilateral betroffenen Patientinnen mit den unilateral betroffenen Patientinnen (p = <0,01; p =
<0,01): Die Frauen mit unilateralem Mammakarzinom wurden im Mittel mit etwas hoheren
Dosen bestrahlt. Eine Hormontherapie wurde nur bei Auftreten des Zweittumors bilateral
betroffener Patientinnen signifikant haufiger durchgefiihrt (p = <0,01) als bei unilateral
betroffenen Frauen, beim Ersttumor war diese Haufung nicht nachweisbar (p = 0,55).

Beziiglich der Hiufigkeit einer Fernmetastasierung bestand bei beiden Kollektiven kein

signifikanter Unterschied (p = 0,25).
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2 Material

2.1 Chemikalien

2.1.1 Allgemeine Chemikalien

Acrylamid, 40 %

Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)
Bayol F

Bisacrylamid, 2 %

Borsédure

Bromphenolblau
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
di-Natriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)

EDTA

Ethanol, 99,9 %
Ethidiumbromid

Formamid

Glycerin, abs.

Glycin

HPLC-Wasser
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchloridhexahydrat
Methanol

Natriumacetat
Natriumcarbonat, wasserfrei
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
NuSieve-Agarose
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
Polyethylenglykol 8000

SDS

Biorad-Laboratories, Miinchen
Gibco-BRL, Eggenstein
Biorad-Laboratories, Miinchen
Serva, Heidelberg
Biorad-Laboratories, Miinchen
Gibco-BRL, Eggenstein
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

hauseigene Apotheke

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Biozym, Hess. Oldendorf

ICN Biomedicals, Eschwege
USB, Cleveland, USA
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
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Seakem-Agarose
TEMED

Tris

Tris-HCl

Tween 20
Xylencyanol FF

2.1.2 Enzyme und biologische Substanzen

Desoxyribonukleosidtriphosphate
Hot-Start-DNA-Polymerase und Zubehor
Magermilchpulver

Oligonukleotide als Primer fiir PCR
Proteinase K

Restriktionsenzyme und Zubehor

Taq-DNA-Polymerase und Zubehor

2.1.2.1 Antikorper
mAK Maus-anti-human RADS51 (a-1G8)

pAK Kaninchen-anti-human XRCC4 (AHP387)

mAK Maus-anti-human p-Actin

pAK Schaf-anti-Maus IgG-HRP konjugiert
pAK Ziege-anti-Kaninchen IgG-HRP konjugiert

2.1.2.2 DNA-Marker
1 kb-Leiter

2.1.2.3 Protein-Marker

Protein Marker Broad Range (6,5-175 kDa)
See Blue Plus2 Pre-Stained Protein Standard

(4-250 kDa)

Biozym, Hess. Oldendorf

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Qiagen, Hilden

Topfer, Dietmannsried

Invitrogen, Karlsruhe

ICN Biomedicals, Eschwege

New England Biolabs, Schwalbach

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

personliche Sendung durch

Prof. Dr. biol. hum. Stiirzbecher,
Universitéitsklinikum Liibeck
Serotec, Diisseldorf

Klon AC-15, Sigma, St.Louis, USA
Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Gibco-BRL, Eggenstein

New England Biolabs, Schwalbach

Invitrogen, Karlsruhe
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2.1.2.4 Zellkulturmedien und Zubehor

Cyclosporin A

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ficoll-Paque Plus

Foetales Kdlberserum (FKS)
Penicillin-Streptomycin (500x)

RPMI 1640 mit L-Glutamin

Sterilfilter (Minisart 0,20 und 0,45 pm)
Zellkulturflaschen

2.1.3 Kits und spezielle Chemikalien

ABI PRISM™Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit with
AmpliTag“DNA Polymerase, FS

310 Genetic Analyzer Buffer with EDTA

310 Genetic Analyzer POP-6™

GENESCAN-500™ ROX

GeneScan Analysis-Software

Matrix Standard Set
6-FAM, JOE, NED, ROX

Protein Assay Dye Reagent Concentrate

Western Blot Chemiluminescence
Reagent Plus Kit

First Strand cDNA Synthesis Kit
FPLCpure® MMLV Reverse
Transkriptase, RNase/Dnase-freies BSA,
dATP, dCTP, dGTP, dTTP

pd (N)6-Primer
Random Hexadesoxyribonukleotide

in wissrigerLosung (0,2 pg/ul)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Seromed (Biochrom), Berlin
Boehringer, Mannheim

Gibco-BRL, Eggenstein

Sartorius, Gottingen

Nunc, Wiesbaden

Applied Biosystems, Weiterstadt

Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt

Biorad-Laboratories, Miinchen

NEN™]jfe Science Products, Boston, USA

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Applied Biosystems, Weiterstadt
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2.2 Gerate

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
Kapillare, 47 cm
Gelspritze
Drucker
Computer
Aqua bidest-Anlage
Millipore Direct Q™
Autoklav
Varioklav Dampfsterilisator

Autoradiographiekassette

Brutschréinke
Digital-pH-Meter
Elektrophoresekammern

horizontal: Horizon 58/11.14/20.25
Elektrophoresis Power Supply

Geldokumentation
Kamera CU5
Phoretix Grabber-Software v3.01
Transilluminator Bio View UV light
UV-Transilluminator
Heizblock
Linearbeschleuniger MX-2 (6MV)
Magnetriihrer
Mikrowelle
Mikroskop
Invertoskop IX50
Mini-Protean II Cell
Mini Trans-Blot-Transfer Cell
(Bio) Photometer

Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Hamilton Co., Reno, USA

Epson Stylus Color 900, Meerbusch
Power Macintosh 7200/120, Cork, Irland

Millipore, Eschborn

H+P Labortechnik, Oberschlei3heim
Appligene, Heidelberg;

DuPont de Nemours, Wilmington, USA
Heraeus Instruments, Hanau

Knick, Berlin

Gibco-BRL, Eggenstein
Behringwerke, Marburg;

Whatman Biometra, Gottingen

Polaroid, Enschede

Biostep, Jahnsdorf

Biostep, Jahnsdorf

Bachofer Laborgerite, Reutlingen
Eppendorf, Hamburg

Siemens, Miinchen
IKA-Combimag RCT, Staufen
Kiippersbusch, Gelsenkirchen

Olympus, Hamburg
Biorad-Laboratories, Miinchen
Biorad-Laboratories, Miinchen

Eppendorf, Hamburg
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Pipetten (einstellbar)

Schiittelapparat mit Wippbewegungen

Schiittelinkubator
Temperaturprozessor zur PCR

Vortex

Waage

Wasserbad

Werkbank Hera safe

Zentrifugen
Centrifuge 5415C
Centrifuge 5415D
Centrifuge 5810R
MiniSpin
Rotina 35R

2.3 Filme

Polypan Nr.667 Polaroidfilme
Rontgenfilme

Hyperfilm ECL

2.4 Kleinmaterialien

Einmalhandschuhe
Einmalpipetten
Einmalspritzen
Falcon-Rohrchen
Filterpapier
Kaniilen
Kapillarspitzen
Kleenex
Membranen

Hybond™-C extra (Nitrocellulose)

Eppendorf, Hamburg;

Gilson iiber Abimed, Langenfeld
Heidolph Instruments, Schwabach;
Stuart Scientific iiber Dunn, Asbach
Jurgens, Hannover

Biozym, Hess. Oldendorf

Jurgens, Hannover;

VWR International, Hannover
Sartorius, Gottingen

Jurgens, Hannover

Heraeus Sepatech, Osterode

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Hettich, Tuttlingen

Polaroid, Offenbach

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

SensiCare Maxxim, Waltham, USA
Sarstedt, Niimbrecht

Braun, Melsungen

Sarstedt, Niimbrecht

Whatman, Maidstone, Grof3britannien
Braun, Melsungen

Biozym, Hess.Oldendorf
Kimberley-Clark, Koblenz-Rheinhofen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
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Parafilm American National Can, Greenwich,
GrofBbritannien

Pasteurpipetten (Polysterol) Rudolf Brand, Wertheim

Pinzetten Jirgens, Hannover

Pipettenspitzen Sarstedt, Niimbrecht

Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefalle Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Niimbrecht

Applied Biosystems, Weiterstadt
Skalpelle Jirgens, Hannover

Whatman Papier Schleicher und Schiill, Dassel

2.5 Standardlosungen, -medien und Puffer

10 x TBE 0,9M 108 g Tris-HCl
0,9M 54 g Borsdure
0,02 M 7,2 g EDTA

auf pH 8,3 einstellen, ad 1 1 Aqua bidest.

1 x TBE 100 ml 10 x TBE ad 900 ml Aqua bidest.
10 x Carbonatpuffer 0,1 M 8,4 g NaHCO;
30 mM 3,18 g Na,COs

ad 1 1 Aqua bidest.

10 x GTS 1,9M 144 g Glycin
0,25M 30 g Tris
1 % 10 g SDS

ad 1 1 Aqua bidest.

10 x PBS 1,4M 80 g NaCl
27 mM 2 g KClI
90 mM 14,4 g Na,HPO,
15 mM 2,4 ¢ KH,POy4

auf pH 7,4 einstellen, ad 1 1 Aqua bidest.
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1 x PBS 100 ml 10 x PBS
ad 1 1 Aqua bidest.

10 x Puffer Tag-Polymerase 250 mM HCI (pH 9,3; 25 °C)
10 mM 2-Mercaptoethanol
500 mM KCl1

Lambda-Protein-Phosphatase-Puffer 50 mM Tris-HCI
0,1 mM Na,EDTA
5mM DTT

0,01 % Brij 35
pH 7,5 bei 25 °C

Zellkulturmedium fiir lymphoblastoide Zellen und Fibroblasten (pro Flasche):

RPMI-Medium 1640 500ml
Penicillin 50.000 U
Streptomycin 50 mg

Foetales Kédlberserum 10-20 % (v/v)
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3 Methoden

3.1 Extraktion von Nukleinsauren

3.1.1 DNA-Isolierung aus Vollblut

3.1.1.1 Methode

In einem 15 ml Falcongefdll wurden 3-5 ml EDTA-Vollblut und Lysepuffer im Verhiltnis 1:2
gemischt und fiir ca. 30 min unter mehrmaligem Schiitteln auf Eis inkubiert. Durch Zugabe
des Lysepuffers entsteht ein osmotischer Gradient zwischen dem hypotonen Plasma und dem
hypertonen Intrazellularraum der Erythrozyten. Aus diesem Grund kommt es zum
Wassereinstrom in die Erythrozyten und somit zur H&molyse. Nach der Inkubationszeit
wurden die FalcongefiBle fiir 15 min bei 4 °C und 3000 rpm zentrifugiert. Hierbei
sedimentieren die Leukozyten zu Boden und werden als kleines weilles Pellet sichtbar. Der
Uberstand konnte daraufhin dekantiert und verworfen werden. Durch mehrmaliges Mischen
der Leukozyten mit dem Lysepuffer und Zentrifugation erfolgte die weitere Reinigung unter
Uberfiihrung in Eppendorf-Reaktionsgefifie. Zu dem Leukozyten-Pellet wurde ca. 400 pl
Proteinase-K-Losung dazugegeben. Die Proteolyse erfolgte bei 56 °C iiber Nacht in einem
speziellen Schiittelinkubator. Am néichsten Morgen wurde die DNA-Extraktion mittels
Phenol-Chloroform-Methode durchgefiihrt. Hierfiir wurden ca. 400 pl Phenol-Chloroform-
Isoamyl-Alkohol zu dem Proteinase-K-Ansatz unter dem Abzug in die Eppendorfgefifie
pipettiert und gemischt. AnschlieBend wurde fiir ca. 10 min auf Eis inkubiert und danach fiir
10 min bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugiert. Die DNA befindet sich dann im transparenten
Uberstand und wurde vorsichtig in ein anderes Eppendorfgefif iiberfiihrt. Zum weiteren
Reinigen der DNA wurden die oben beschriebenen Schritte mehrmals wiederholt.
Anschliefend wurde die DNA durch Zugabe von 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat und 2,5 Vol.
100 % Ethanol unter vorsichtigem Schwenken gefillt. Nach 10 min Inkubation im Eisbad und
10 min Zentrifugation bei 4 °C und 13000 rpm liegt die DNA in Form eines kleinen Pellets
am Boden des EppendorfgefiBes. Der Uberstand wurde dekantiert und verworfen. Die DNA
wurde nun insgesamt dreimal mit 70 % Ethanol gewaschen. So wird sie weitgehend
entwidssert. Beim letzten Waschschritt wurde der Restalkohol vorsichtig mit der Pipette
abgenommen. Anschlieend wurde das Pellet im offenen Probengefdl3 bei 37 °C fiir ca. 10
min im Heizblock getrocknet. Je nach abgeschitzter Menge der ausgefallenen DNA wurden

90, 180, 270, 360 oder 450 ul Aqua bidest. zugegeben, in welchem sich die DNA wéhrend



- 46 -

der Inkubation iiber Nacht bei Raumtemperatur 16st. Am néchsten Tag wurde sie dann mit 10
x TE-Puffer auf eine Endkonzentration von 1 x TE eingestellt. Zuletzt wurde die DNA-

Konzentration am Photometer bestimmt.

3.1.1.2 Losungen und Proteolyseansatz zur DNA-Isolierung

In den folgenden Tabellen sind die zur DNA-Isolierung verwendeten Losungen und der

Proteolyseansatz mit Proteinase K aufgefiihrt.

829¢ | NH,Cl

1,00g | KHCO;

0,04g | NaEDTA

auf pH 7,5 einstellen, ad 1 1 Aqua bidest.

Tabelle 2: Lysepuffer zur DNA-Isolierung

05M Tris-HCI

1M NaCl

0,01 M NaEDTA

auf pH 7,5 einstellen, ad 1 1 Aqua bidest.

Tabelle 3: 10 x STE-Puffer fiir Proteinase K

190 pl H,O

40 ul 10 x STE-Puffer

20 ul 10 % SDS

150 pl Proteinase K (10 mg/ml)

Tabelle 4: Proteinase K-Ansatz

Phenol | : | Chloroform | : | Isoamyl-Alkohol

25 : 24 : 1

Tabelle 5: Phenol-Chloroform-Isoamyl-Gemisch
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0,1M Tris-HCI

0,01 M NaEDTA

auf pH 8,0 einstellen, ad 1 1 Aqua bidest.

Tabelle 6: 10 x TE-Puffer

3.1.2 RNA-Isolierung aus lymphoblastoider Zellkultur

3.1.2.1 Methode

Die RNA-Isolierung wurde entsprechend der Methode nach Chomczynski und Sacchi (1987)
durchgefiihrt.

Aufgrund ihrer spezifischen chemischen Struktur ist die RNA in hohem Malle empfindlich
gegeniiber einer durch RNase katalysierten Hydrolyse. Aus diesem Grund wurden nur mit
Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelte Materialien fiir die Extraktion verwendet. DEPC
inhibiert die RNase-katalysierte Hydrolyse durch Ethylierung von Aminogruppen. Die
Reagenzien und das Kleinmaterial wurden iiber 12 h mit 0,1 % DEPC unter dem Abzug
inkubiert und anschlieBend autoklaviert. Alle Arbeitsschritte wurden aufgrund der hohen
Instabilitdt der RNA ziigig unter der sterilen Bank durchgefiihrt.

Es wurden ca. 5-10 ml Zellsuspension aus der angelegten Zellkultur in ein 15 ml Falcongefal3
iiberfiihrt und bei 4 °C und 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand konnte verworfen werden,
das Zellpellet wurde im Eisbad gelagert. Im Anschluss wurde das Zellpellet mit 500ul BSS
zum Waschen resuspendiert, in ein Eppendorfgefdl3 tiberfiihrt, bei 4 °C und 13000 rpm fiir
einige Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Vor einer zehnminiitigen
Inkubation auf Eis wurden 100 pl BSS und 400 pl GTC/MeSH dazugegeben und mit der
Pipette vorsichtig gemischt. Guanidiniumthiocyanat (GTC) zerstort in dieser Zeit die
Zellmembranen und Mercaptoethanol (MeSH) spaltet Disulfidbriicken. Danach erfolgte das
Ausschiitteln der RNA im 500 pl Phenol-Chloroform-Isoamyl-Alkohol Gemisch. Vorher
wurde zur Pufferung des sauren Phenols 50 ul Natriumacetat in das Eppendorfgefal pipettiert
und so der pH-Wert auf ca. 4,4 eingestellt. AnschlieBend wurde fiir 10 min inkubiert und bei
4 °C und 13000 rpm zentrifugiert. Das Phenol-Chloroform bewirkt so eine Phasentrennung,
bei der die RNA in der wissrigen Phase und Proteinreste sowie andere 16sliche Substanzen in
der phenolischen Phase vorliegen. Das Chloroform stabilisiert die Phasengrenze. Die wissrige
Phase wurde in ein neues Probengefal iiberfiihrt und mit 1:1 Vol. 100 % Isopropanol sachte
von Hand hin und her geschwenkt, bis sich die Phasen durchmischt hatten. Wahrend der

Inkubationszeit von ca. 10 min wurde die RNA gefillt. Im Anschluss wurde bei 4 °C und
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13000 rpm fiir 15 min zentrifugiert, der Uberstand mit der Pipette abgenommen und
verworfen. In zwei aufeinander folgenden Waschschritten wurde das RNA-Pellet mit 500 pl
75 % Ethanol aufgereinigt. Entsprechend der GroBe des Pellets wurden 20-50 pl mit DEPC
behandeltes Wasser zum Losen dazugegeben und erneut fiir einige Minuten auf Eis inkubiert.
Zur Kontrolle wurde ein 2 % Agarosegel mit jeweils 2 pl RNA-Losung und 2 pl
Auftragpuffer geladen. Bei erfolgreicher Extraktion waren nach elektrophoretischer Trennung

die fiir ribosomale RNA spezifischen 16S und 28S Banden sichtbar.

3.1.2.2 Losungen und Puffer

Nachfolgend werden die zur RNA-Isolierung angewendeten Losungs- und Pufferansétze in

Tabellen dargestellt.
Losung A 0,1 % D-Glucose
0,0074 g CaCl, x 2H,0 (5 x 10° M)
0,1992 g MgCls x 6H20 (9,8 x 10° M)
0,4026 g KCl (5,4 x 10° M)
17,565 g Tris 0,145 M, pH 7,6
Losung B 8,19¢g NaCl 0,14 M
Losung A und Losung B im Verhéltnis 1:10 mischen

Tabelle 7: Waschlosung BSS

14,16 g | 4 M Guanidiniumthiocyanat

0,22 ¢g 25 mM Natriumcitrat, pH 7,0

0,15¢g 0,5 % Lauroylsarkosin

216 pl 0,1 M 2-Mercaptoethanol

ad 30 ml DEPC-H,0

Tabelle 8: Lysepuffer zur RNA-Isolierung

Natriumacetatlosung 3 M in DEPC-H,0, pH 4,2
Phenol-Chloroform-Isoamyl- | Phenol | : | Chloroform | : Isoamylalkohol
Alkohol-Gemisch 5 : 1 : 0,1

Tabelle 9: Reagenzien zur RNA-Extraktion
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3.1.3 PEG-Prizipitation

Vor einer Sequenzierreaktion wurden die PCR Produkte durch Féllung mit PEG-Lsung
(siche Tabelle 10) gereinigt. Dazu wurden in gleichem Volumen PCR-Produkt und PEG-
Losung (z.B. je 40 pl) in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefd3 gemischt und fiir 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte eine zehnminiitige Zentrifugation bei 4 °C
und 13000 rpm. Der Uberstand wurde sehr vorsichtig von der gegeniiberliegenden Seite des
Eppendorfgefiles mit der Pipette abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde
anschlieBend mit 100 pl 100 % Ethanol gewaschen und nochmals fiir 10 min bei 4 °C und
13000 rpm zentrifugiert. SchlieBlich wurde der Ethanol vollstindig mit der Pipette entfernt
und das Pellet fiir ca. 5 min bei 50 °C im Heizblock getrocknet.

Je nach Stérke des Produkts in der initial durchgefiihrten Gelelektrophorese wurde das Pellet
mit 10-30 pul HPLC-H,O resuspendiert. Zur Kontrolle wurden die gereinigten PCR-Produkte
dann erneut gelelektrophoretisch getrennt, um sicherzustellen, dass ausreichend Produkt fiir

die nachfolgende Sequenzierung verblieben war.

262 g Polyethylenglykol 8000
12¢g Magnesiumchloridhexahydrat
42 ¢ Natriumacetat

ad 1 1 Aqua bidest.

Tabelle 10: PEG-L6sung
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3.2 Polymerase-Kettenreaktion

3.2.1 Uber das Verfahren

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (,,polymerase chain reaction®, PCR ) wurde
1986 von Kary Mullis et al. erstmals beschrieben und hat seitdem die Molekulargenetik
revolutioniert. Durch die exponentielle Vervielféltigung (Amplifikation) einer spezifischen
Vorlagesequenz (Template) ist sie Ausgangspunkt fiir viele weitere molekularbiologische
Untersuchungen.

Bei der PCR wird enzymatisch mittels der thermostabilen 7ag-Polymerase, aus dem
hyperthermophilen Archaecum Thermus aquaticus, in vitro DNA vervielfdltigt. Die PCR ist
heutzutage ein automatisiertes Verfahren. Mit Hilfe eines Temperaturprozessors werden
nacheinander bestimmte Temperaturzyklen wiederholt, welche die Denaturierung,
Primeranlagerung (,,annealing®) sowie die Primerverlingerung (Elongation) ermdglichen. Der
Reaktionsansatz besteht aus der zu vervielfiltigenden DNA-Sequenz, den ca. 20 Nukleotide
langen und zu den Enden der zu amplifizierenden Zielsequenz komplementéren
Oligonukleotidprimern, der thermostabilen 7ag-Polymerase, den Desoxyribonukleosid-
triphosphaten (ANTPs), einem speziellen Puffer, der die Aktivitidt der Polymerase optimiert,
sowie zweiwertigen Magnesium-lonen, welche zur Stabilisierung der negativen Ladung der
DNA und dNTPs dienen.

Im ersten Schritt der PCR wird die als Doppelstrang vorliegende Sequenz durch
fiinfminiitiges Erhitzen auf 94 °C denaturiert und in zwei Einzelstringe getrennt. An die nun
einzelstringige Matrizen-DNA konnen sich bei Absenken auf die, vorher durch eine
Optimierung ermittelte, spezifische Annealing-Temperatur die Oligonukleotidprimer
anlagern. Diese binden an ihren jeweiligen komplementiren DNA-Strang, mit dem 3'-Ende in
Syntheserichtung. Die Annealing-Temperatur liegt flir die meisten Primerpaare zwischen 48
und 65 °C und die benétigte Annealing-Zeit betrdgt ca. 1 min. AnschlieBend wird die
Temperatur auf 72 °C erhoht, da bei dieser Temperatur die 7ag-Polymerase ihre hochste
Aktivitdt aufweist. Es folgt nun die Synthese des Tochterstranges ausgehend von der 3'-
Hydroxylgruppe  der  Primer.  Hierfiir = bendtigt die  7ag-Polymerase  die
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs), welche sie komplementir zum Matrizen-Strang
aneinanderreiht. Die hierfiir bendtigte Zeit liegt abhéngig von der Lénge der Vorlagesequenz
zwischen 1-5 min. Jeder Zyklus endet mit einer abschlieBenden einminiitigen Denaturierung.
Hier werden alle vorhandenen Doppelstringe aufgetrennt und werden so ihrerseits zu

Matrizen im nichsten Zyklus. Durch 20-40 Wiederholungen (n) lédsst sich die gewlinschte
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DNA-Sequenz exponenziell auf anndhernd 2" vervielfiltigen. Am Ende der PCR folgt eine
fiinfmintitige Elongationsphase, in der noch unvollstindig duplizierte Stringe vervollstindigt
werden sollten. Nach Beendigung der PCR sollten die Reaktionsgeféfle mit der amplifizierten
DNA gekiihlt aufbewahrt werden. Fiir eine PCR sollten nur autoklavierte Agenzien und
Werkzeuge benutzt werden, ebenso ist auf sauberes Pipettieren zu achten, da bereits kleinste
Mengen an DNA amplifiziert werden. Aus diesem Grund muss bei jeder PCR ein Leerwert
mitgefithrt werden, um mogliche Verunreinigungen der Agenzien auszuschliefen. Beim
Pipettieren ist darauf zu achten, dass die 7Tag-Polymerase als letztes zugegeben wird, da sie
sowohl temperatur- als auch magnesiumempfindlich ist und moglicherweise an Aktivitdt
verliert. Um einen Siedeverzug oder ein Verdampfen der kleinen Reaktionsansitze zu
vermeiden, haben neuere Temperaturprozessoren einen heizbaren Deckel, so dass auf ein

Uberschichten der Ansitze mit Mineral6l verzichtet werden kann.

3.2.2 Verwendete Programme, Reaktionsansitze und Primer

Anhand der folgenden Tabellen sollen in diesem Abschnitt die Reaktionsbedingungen und —
ansitze sowie die verwendeten Primer zur PCR néher beschrieben werden. Tabelle 11 zeigt
den Standardprogrammablauf eines Temperaturprozessors zur PCR. Tabelle 12 zeigt eine
Liste der Reaktionsansdtze unterschiedlicher Volumina. Tabelle 13 dokumentiert die
verdnderten Reaktionsbedingungen bei Verwendung einer ,,Hot-Start“-7ag-Polymerase.

Tabelle 14 stellt die in dieser Arbeit verwendeten PCR-Primer dar.

Programmablauf Zeitdauer Temperatur Zyklen
1. | Vordenaturierung 5 min 94 °C 1
2. | Amplifizierung ,Annealing* 1 min Primerspezifische | 34
Temperatur Ausnahme:

,,Elongation* 1 min 72 °C RADS51: 32
Denaturierung | 1 min 94 °C

3. | Finale ,,Elongation* 5 min 72 °C 1

4. | Kiihlzyklus 10 °C

Tabelle 11: Standardprogrammablauf zur PCR
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Ansatz A B C D
Volumen, gesamt (ca.) |20 ul | 30ul |[40pul |50 pul
HPLC-H,O 6 ul Oul 12 ul | 15ul
10 x Puffer 2 ul 3ul 4 ul Sul
Primer A (5 uM) 2 ul 3ul 4 ul Sul
Primer B (5 uM) 2 ul 3ul 4 ul Sul
MgCl, (25 mM) L2ul | 1,8pul |2,4pul |3l
dNTPs (2 mM) 1L,2pl | L,8pul |2,4pul |3pul
Q-Solution 4 ul 6 ul 8 ul 10 pl
DNA 2 ul 3ul 4 ul Sul
Tag-Polymerase 02ul 03pul [04pul |0,5ul

Tabelle 12:Verwendete PCR-Anséitze

,Hot-Start*-Tag-Polymerase
Volumen 50 % des Volumens an 7ag-Polymerase
10 x Puffer speziell fiir Hot-Start-Tag-Polymerase
Vordenaturierungszeit | auf 15 min verldngert

Tabelle 13: Veriinderte Reaktionsbedingungen bei Anwendung der ,,Hot-Start“-7Tag-Polymerase

Gen Exon ,,Forward primer* »Reverse primer* Primer- Annealing-
5'-3'-Richtung 3'-5'-Richtung paar temperatur
RADS1 | 1(5'UTR) | TGGGAACTGCAACTCATCTGGG GCGCTCCTCTCTCCAGCAG AF/RR 63 °C
1(5'UTR) | TGGGAACTGCAACTCATCTGGG GGGCCAAAGCTTTCTTCTTCCACTG | AF2 59°C
XRCC2 | 2 CAGCACGATGTATACTTCCC AAACTTTTGGCCACGAGCAG 2F/2R 63 °C
XRCC3 | 7 GCTGACCAGCATAGACAATGAC ATCCTGGCTAAAATACGAGCTC 7E/TR 63 °C
XRCC4 | 2 GTAGCTGAGAGGCCAGTACAG CCCTGAGGACTGAAGAATAGC 2F/2R 59°C
3 GTGTAGTATAGGGATTGATTTTAC GAGGTGTTCTGGGAATAATACAG 3FF/3RR | 59°C
4 GTGTATGCTTAAAACCAGGC ATGTGCTAATCCACATATATTGG 4F/4R 59°C
4 GTGTATGCTTAAAACCAGGC CGTCCTTGAACATCATTCCAATC 4F/4RR 59°C
5 GAAATCTTCTTGATTATTAGGCTG GAACATCCACATCCAGACTACC SF/5R 59°C
6 CTGATAAATCTGCTGCCTAGC CCCAAATAAGATATTCAACAGAGG 6F/6R 59°C
7 CCTTATGTCAATGCTAAAACAGC GTCATCTCACTTCTTGGCAAAG 7E/TR 59°C
8 CTGTCATTTCACTTATGTGTCTC GAAAACATAGTCTAGTGAACATC 8F/8R 59°C
7-8 CTTGATGTCACTGATATTGCACC GAAAACATAGTCTAGTGAACATC 7FF/8R 59°C

Tabelle 14: PCR-Primer zur Amplifikation, Sequenzierreaktion und Fragmentliingenanalyse
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3.3 Reverse Transkription

Das enzymatisch katalysierte Umschreiben der genetischen Information von RNA in cDNA
wird als reverse Transkription bezeichnet, da es sich im Vergleich zu der Mehrzahl der
zelluldren Transkriptionsvorgdnge um eine genetische Informationsumschreibung in
umgekehrte Richtung handelt. AnschlieBend konnen die Amplifikation der cDNA mittels
PCR sowie weitere molekularbiologische Untersuchungen wie die Fragmentldngenanalyse,
die Sequenzierung oder eine restriktionsenzymatische Spaltung durchgefiihrt werden.

Reverse Transkriptasen kommen in vivo bei Retroviren vor. Diese benétigen Enzyme zur
Amplifikation des viralen Genoms. Im von mir verwendeten ,,First Strand cDNA Synthesis
Kit*“ wurde die Reaktion durch die Reverse Transkriptase des Moloney murinen Leukdmie
Virus (MMLYV) katalysiert. Des Weiteren wurden Hexamer (N)¢-Primer, ein Gemisch aus
Hexanukleotiden unterschiedlicher Sequenz, verwendet, welche die Synthese von
unterschiedlich langen cDNA-Sequenzen des gesamten RNA-Bereichs ermoglichen. Wie bei
der RNA-Isolierung wurden nur mit DEPC behandelte Materialien verwendet. Zusitzlich
wurde DTT-L6sung (Dithiothreitol, 200mM) zum Schutz vor Oxidation dem Reaktionsansatz
zugefiigt.

Je nach Stirke der RNA-Banden in der vorherigen Gelelektrophorese wurden 2-8 pl RNA-
Losung in ein 1,5 ml Eppendorfgefdl pipettiert und mit DEPC-behandeltem H,O auf 8 pl
aufgefiillt. Anschliefend wurden die Proben zur Zerstdrung der Sekundérstrukturen der RNA
10 min bei 68 °C im Temperaturprozessor denaturiert und danach sofort im Eisbad
abgeschreckt. Dann wurden zu jeder RNA-Ldsung je 5 pl ,,First Strand cDNA Synthesis Kit*,
1 pul Hexamer (N)g-Primer und 1 pul DTT-Losung gegeben und das Gemisch initial fiir 1 min
bei 42 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Reverse Transkription {iber 60 min bei 37 °C
im Temperaturprozessor. Nach Beendigung der Reaktion wurde das Enzym mittels eines
fiinfminiitigen Denaturierungsschrittes inaktiviert, um bei der folgenden PCR nicht mit der
Amplifikation zu interferieren. Nach der PCR wurden zur Kontrolle die ,,RT-PCR-Produkte*

in einem Agarosegel elektrophoretisch getrennt.
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3.4 Restriktionsenzymatische Spaltung

3.4.1 Restriktionsenzyme

Restriktionsenzyme werden auch als Restriktionsendonukleasen bezeichnet und sind
Bestandteil des prokaryoten Organismus, wo sie eingedrungene Fremd-DNA spalten. Die
bakterieneigene DNA ist durch Methylierung der Erkennungssequenzen vor der
restriktionsenzymatischen Spaltung geschiitzt. Fir die Entdeckung dieser wichtigen
biochemische Funktion der Restriktionsenzyme erhielten Werner Arber, Hamilton Smith und
Daniel Nathans 1978 den Nobelpreis. Die heutzutage zahlreichen bekannten
Restriktionsenzyme ~ werden  mittels ~ Abkilirzungen  benannt, die auf ihren
Ursprungsorganismus hinweisen, z.B. steht ScrF 1 fir Streptococcus cremoris F. Die
Restriktionsenzyme besitzen die Eigenschaft, DNA-Doppelstringe sequenzspezifisch an
zumeist palindromen Erkennungssequenzen zu spalten. Ein Palindrom ist ein DNA-Abschnitt,
in dem Strang und Gegenstrang in 5'=3' Richtung gelesen die gleiche Sequenz haben. Die
Basen der palindromen Sequenz sind daher punktsymmetrisch zur Schnittstelle angeordnet.
Restriktionsenzyme spalten die Phosphordiesterbindung an der Schnittstelle in der Regel

innerhalb der Palindromsequenz.

3.4.2 Das Verfahren

Die restriktionsenzymatische Spaltung findet in der Molekularbiologie vielfdltige
Anwendung. Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnten Restriktionsenzyme zum Nachweis von
Polymorphismen und Mutationen in definierten Genabschnitten eingesetzt werden, wenn
durch den Polymorphismus bzw. die Mutation eine neue Spaltstelle fiir ein bestimmtes
Restriktionsenzym entstanden oder weggefallen war (siche Tabelle 16). Nach
vorangegangener Amplifizierung mittels PCR wurde der Ansatz (siehe Tabelle 15) mit dem
passenden Enzym bei einer fiir das Enzym spezifischen Temperatur {iber Nacht inkubiert
(siche Tabelle 17). Das PCR-Produkt wurde wéhrend dieser Zeit je nach Anzahl n der
Schnittstellen in n+1 Fragmente zerlegt. Die analytische Trennung der Fragmente erfolgte am

ndchsten Tag in einem Agarosegel oder einem NuSieve-Agarosegel (siche Tabelle 17).
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Volumen Reagenz

6 ul PCR-Produkt

7,5 ul HPLC-H,O

1,5 ul 10 x Puffer (je nach Enzym, siche Tabelle 17)
evtl. 0,15 ul | 100 x BSA (je nach Enzym, siehe Tabelle 17)
1-2U Enzym (entsprechend der Enzymaktivitit)

Tabelle 15: 15 pl Ansatz fiir eine restriktionsenzymatische Spaltung

Gen Exon Mutation/Polymorphismus Enzym Schnittstelle
RADS1 I(5'UTR) | 135G>C ScrF 1 (5'-CCNGG-3")
XRCC2 2 R188H Hph1 (5'-GGTGA(N)s-3")
XRCC3 7 T241M Nla 111 (5'-CATG-3")
XRCC4 4 1134T Pst1 (5'-CTGCAG-3")
XRCC4 8 IVS7-1G>A Tsp509 1 (5'-AATT-3")
XRCC4 8 921T>G Taq"1 (5'-TCGA-3")
Tabelle 16: Mit Restriktionsenzymen getestete Mutationen/Polymorphismen

Enzym | Units Puffer BSA | Inkubation Testgel
ScrF 1 1U NEB 4 nein 37 °C/i.N. | NuSieve-Agarose
Hph1 1U NEB 4 nein 37 °C/i.N. | NuSieve-Agarose
Nlia 111 1U NEB 4 ja 37 °C/i.N. | NuSieve-Agarose
Pst1 1U NEB 3 nein 37 °CHi.N. 3 % Agarose
Tsp5S091 | 2U NEB 1 nein 65 °C/i.N. 2,5 % Agarose
Taq"1 1U | NEB Tag"1 | ja 65 °C/i.N. 3 % Agarose

Tabelle 17: Angewandte Reaktionsbedingungen
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Im Folgenden werden die Ansdtze der verwendeten Reaktionspuffer zur

restriktionsenzymatischen Spaltung in Form von Tabellen aufgelistet.

10 mM | Bis Tris Propane-HCl
10 mM | MgCl,

1 mM DTT

pH 7,0 bei 25 °C

Tabelle 18: NEBuffer 1

100 mM | NaCl

50 mM Tris-HCl
10 mM MgCl,

1 mM DTT

pH 7,9 bei 25 °C

Tabelle 19: NEBuffer 3

50 mM | Kaliumacetat

20 mM | Tris-Acetat

10 mM | Magnesiumacetat
1 mM DTT

pH 7,9 bei 25 °C

Tabelle 20: NEBuffer 4

100 mM | NaCl

10 mM Tris-HCl
10 mM MgCl,
pH 8,4 bei 25 °C

Tabelle 21: NEBuffer Taqa 1
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3.5 Trennung von Nukleinsaurefragmenten mittels

Gelelektrophorese

3.5.1 Das Verfahren

Elektrophorese bezeichnet die Wanderung elektrisch geladener Teilchen durch einen als
Tragermaterial dienenden Stoff in einem elektrischen Feld. Bei der Gelelektrophorese dient
eine polymerisierte Gelmatrix aus beispielsweise Agarose oder Polyacrylamid als
Triagermaterial, welches in einer ionischen Pufferlosung liegt. Die Wanderungs-
geschwindigkeit der Molekiile verhilt sich proportional zur elektrischen Feldstirke und der
Ionenladung sowie umgekehrt proportional zum Reibungskoeffizienten. Dieser setzt sich aus
dem Teilchenradius und der Viskositit des Tragermaterials zusammen. Das Gel bildet eine
Art Molekularsieb, dessen Porengrofe durch unterschiedliche Polymerkonzentrationen
variabel ist. Agarosegele eignen sich gut zur Trennung von DNA und RNA.
Polyacrylamidgele eignen sich je nach Konzentration zur Trennung von klein- oder
groBmolekularen Proteinen. Zur Auswertung der Agarosegelelektrophorese kann
beispielsweise die Interkalation des fluoreszierenden polycyclischen Farbstoffs
Ethidiumbromid (EtBr) genutzt werden. Die Banden werden hierbei durch Anregung mit UV-
Licht (312 nm) sichtbar gemacht. Bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese konnen die

Proteine mit einer Silberfarbung oder immunologisch mittels Western Blot detektiert werden.

3.5.2 Agarosegelelektrophorese

Diese Methode wurde zur Trennung von DNA- und RNA-Molekiilen angewandt, um
beispielsweise den Erfolg einer PCR, einer restriktionsenzymatischen Spaltung oder einer
RT-PCR zu iiberpriifen. Agarose, die Gelmatrix, setzt sich alternierend aus D-Galaktose und
3,6-Anhydro-L-Galaktose-Bausteinen zusammen. Durch die Polymerisation der Agarose
entsteht eine Art Maschenwerk mit Gelporen, welches die DNA- bzw. RNA-Molekiile je nach
GroBe unterschiedlich schnell durchwandern. Lineare doppelstrangige DNA-Molekiile
bewegen sich umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer GroBe durch die Agarose-
Matrix (Knippers, 1990). Je nach prozentualem Agaroseanteil sind unterschiedliche

Trennbereiche angegeben (siche Tabelle 22).
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Konzentration (%) | Trennbereich fiir lineare DNA (kb)
0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8-10
0,9 0,5-7
1,2 0,4-6
1,5 0,2-4
2,0 0,1-3

Tabelle 22: Agarosegel-Konzentration und angegebener Trennbereich bei Gelelektrophorese in 1x TBE

3.5.2.1 Durchfiihrung der Methode

Entsprechend der erwarteten FragmentgroBe der DNA bzw. RNA wurde die Menge an
Agarosepulver auf einer Waage abgemessen und in 1 x TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA) unter
vorsichtigem Aufkochen in der Mikrowelle gelost. AnschlieBend wurde je nach GréBe der
Gelkammer die Menge der bendtigten Gellosung in ein Becherglas gegossen, mit x pl
Ethidiumbromidlésung = 0,1 pg/ml gemischt und in die entsprechende Gelkammer gegossen.
Nachdem das Gel polymerisiert war, konnten die K&dmme entfernt und das Gel mit 1 x TBE
als Laufpuffer iiberschichtet werden. Zum Auftragen der Proben wurden jeweils 5 ul PCR-
Produkt mit 2,5 ul Auftragpuffer gemischt und danach moglichst ohne Luftblasen in die
Geltaschen pipettiert. Zur spiteren Bestimmung der Bandengrof3e wurde eine Geltasche mit 3
pul eines mit Auftragpuffer versetzten Lédngenstandards (300 ng kb-Leiter) gefiillt.
Anschliefend wurden die Kathode und die Anode der Gelkammer an ein Netzgerit
angeschlossen und die entsprechende Voltzahl, meist 100 V, eingestellt. Die
Elektrophoresedauer lag zwischen ca. 30-60 min. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde
das Gel aus der Gelkammer genommen, auf einen UV-Transilluminator gelegt und zur

Dokumentation photographiert.
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3.5.2.2 Gellosungen, Puffer und Marker

Im Folgenden werden die zur Agarosegelelektrophorese verwendeten Gellosungen, Marker

und Puffer in Tabellenform aufgefiihrt.

2 % Gellosung 0,6 g Agarose, ad 30 ml 1 x TBE-Puffer
2,5 % Gellosung 0,75 g Agarose, ad 30 ml 1 x TBE-Puffer
3 % Gellosung 0,9 g Agarose, ad 30 ml 1x TBE-Puffer

3 % NuSieve-Gellosung | 0,9 g NuSieve-Agarose, 0,3 g Seakem-Agarose,
ad 30 ml 1 x TBE-Puffer

Tabelle 23: Gellosungen

95 % Formamid

20mM | EDTA

0,1 % Bromphenolblau

0,1 % Xylencyanol

Tabelle 24: Auftragpuffer

50 pl 1 x kB-Leiter (1 pg/ul, Verdau von ®X174-DNA)

750 ul | Aqua bidest.

200 pl | Auftragpuffer

Tabelle 25: 300 ng kb-Leiter

3.5.3 Denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

3.5.3.1 Das Verfahren

Die Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) wurde in dieser Arbeit zur Trennung von
Proteinen eingesetzt. Die Gele sind chemisch inert und entstehen durch Polymerisation von
Acrylamid und N,N'-Methylenbisacrylamid. Die Polymerisationsreaktion wird durch freie
Radikale ausgeldst, die durch den Zerfall von Ammoniumperoxodisulfat (APS) (S,0¢"
—2S504) erzeugt und durch N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) stabilisiert
werden.

Die denaturierende SDS-PAGE-Gelelektrophorese ermoglicht die Trennung von Proteinen

anhand ihrer MolekiilgroBe (Laemmli, 1970). Durch Micellenbildung mit dem anionischen
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Detergenz SDS (Natriumdodecylsulfat) werden die effektiven Eigenladungen der Proteine
iiberdeckt und die Trennung erfolgt hauptsichlich anhand des Teilchenradius. Dariiber hinaus
zerstort SDS die Sekunddr- und Tertidrstrukturen der Proteine durch Spaltung von
Wasserstoffbriickenbindungen (Denaturierung). Dies fiihrt zur Entfaltung der Polypeptidkette
und ermdglicht so ein besseres Laufverhalten. Disulfidbindungen innerhalb der
Proteinstrukturen konnen nicht von SDS gespalten werden, so dass zusdtzlich f-
Mercaptoethanol zum Ladepuffer zugegeben werden muss. Die beschriebenen
Denaturierungsvorginge werden durch Erhitzen auf 96 °C fiir einige Minuten im Heizblock

noch verstarkt.

3.5.3.2 Durchfiihrung der Methode

In dieser Arbeit wurde die Mini-Protean-Cell II® Kammer von Biorad verwendet. Vor dem
Zusammensetzen der Apparatur wurden die Glasplatten mit Ethanol gereinigt. Das Trenngel
wurde bis 2,5 cm unter die Oberkante der kleinen Glasplatte gegossen und sofort danach mit
Aqua bidest. liberschichtet. Nach der Polymerisation des Trenngels wurde das Aqua bidest.
wieder aus der Apparatur gegossen. Letzte Fliissigkeitsreste wurden mit einem Loschpapier
vorsichtig entfernt. Im Anschluss wurde das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und die
Kdmme eingefiigt. Nach dem Aushérten des Sammelgels wurden die Kdmme vorsichtig
herausgezogen und die Geltaschen griindlich mit Aqua bidest. gespiilt.

Wihrend der Polymerisationszeit der Gele konnten die Proben vorbereitet werden. Die
Proteinkonzentration wurde vorab photometrisch bestimmt. Um fiir alle Proben die gleiche
Menge an Protein auf das Gel auftragen zu konnen, musste in einem zweiten Schritt eine
Verdiinnung mit Aqua bidest. errechnet werden. Dabei betrug das Endvolumen jeder
aufgetragenen Probe 25 pl inklusive 5 pl des Ladepuffers.

In ein 1,5 ml Eppendorfgefdl wurde zundchst die entsprechende Menge an Aqua bidest.
pipettiert, danach der Ladepuffer und zuletzt das Protein zugegeben. Die Proben wurden 3
min bei 96 °C im Heizblock denaturiert und abschlieBend kurz zentrifugiert. Nachdem die
Gelkammern in die Elektrophorese-Einheit eingesetzt worden waren und die Apparatur mit 1
x GTS-Puffer gefiillt worden war, konnten die Proben mit speziellen Kapillarspitzen
(Biozym) aufgetragen werden. In eine Tasche des Gels wurde ein Protein-Langenstandard
(New England Biolabs oder Invitrogen) zur spiteren Bestimmung der Molekiilmassen der
Proteine aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit einer Spannung von 80 V gestartet. Die
Proben durchliefen zundchst das groBporige 3 % Sammelgel zur Konzentrierung der
Polypeptide. Nachdem die Proben das Sammelgel komplett durchlaufen hatten, wurde die

Spannung auf 120 V erhoht. Im Trenngel wurden die Proteine dann entsprechend ihres
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Molekulargewichts getrennt. Der Lauf konnte nach ca. 2-3 h beendet werden. Die Gelplatten

wurden nun aus der Apparatur herausgenommen und die Glasplatten auseinandergehebelt.

Das Sammelgel wurde vorsichtig abgetrennt und verworfen. Mit dem Trenngel wurde

anschlieend ein Western Blot durchgefiihrt.

3.5.3.3 Gellosungen und Puffer

Die Tabelle 26 zeigt eine Ubersicht iiber die Zusammensetzung der verwendeten Trenn- und

Sammelgele der SDS-PAGE. Tabelle 27 beschreibt die Zusammensetzung des verwendeten

Lade- und Elektrodenpuffers.

Reagenzien 12,5 % Trenngel 15 % Trenngel Sammelgel
40 % Acrylamid 1,6 ml 1,9 ml 0,32 ml
2 % Bis-Acrylamid 0,25 ml 0,22 ml 0,175 ml
1 M Tris-HCl pH 8,7 | 1,88 ml 1,88 ml
1 M Tris-HCI pH 6,9 0,313 ml
20 % SDS 25 ul 25 ul 12,5 pl
Aqua bidest. 1,28 ml 1,0 ml 1,69 ml
TEMED Sul Sul 10 pl
10 % APS 25 ul 25 ul 20 ul
Tabelle 26: Verwendete Gellosungen
Puffer Volumen Reagenz
Ladepuffer (5x) 4 ul Bromphenolblau
(1mg/ml H20)

40 pul SDS (10 %)

25 ul 0,5 M Tris, pH 6,8

3ul Glycerin

10 pl 2-B-Mercaptoethanol
Elektrodenpuffer 100 ml 10 x GTS
(1 x GTS-Puffer)

900 ml Aqua bidest.

Tabelle 27: Verwendete Ladungs- und Elektrodenpuffer
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3.6 Sequenzierung mit dem ABI PRISM 310 Genetic Analyser

3.6.1 Das Verfahren

Die Sequenzierung erfolgte in dieser Arbeit nach der von Sanger 1977 entwickelten
Didesoxymethode in einem automatisierten Verfahren mit dem Kapillarsequenzierer ABI
PRISM 310 Genetic Analyser. Die zu sequenzierende DNA wurde zunichst mittels PCR
amplifiziert und im Anschluss mit einer PEG-Prézipitation aufgereinigt (siche 3.1.3). Der
Sequenzieransatz ~ enthdlt bei  der  Didesoxymethode nach  Sanger neben
Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) in kleiner Menge auch Didesoxyribonukleosid-
triphosphate (ddNTPs), welche basenspezifisch mit vier unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoffen markiert sind. Die Sequenzierreaktion dhnelt einer PCR, allerdings erfolgt eine
lineare Vervielfdltigung nur eines Stranges und es fehlt der abschlieBende Elongationszyklus.
Nach einer Vordenaturierung erfolgt die DNA-Neusynthese an der einzelstringigen Matrizen-
DNA in 5'—3' Richtung von einem ca. 20 Nukleotide langen Primer aus mit Hilfe einer DNA-
Polymerase. Durch den zufilligen Einbau eines basenspezifischen Didesoxyribonukleotids
kommt es zum Kettenabbruch, da durch das Fehlen der 3'-Hydroxylgruppe am ddNTP keine
Phosphordiesterbindung mit einem weiteren Nukleotidbaustein gebildet werden kann. Da die
ddNTPs dem Reaktionsansatz in viel geringerer Konzentration als die dNTPs beigefligt
werden, kommt es in statistischer Verteilung immer wieder an einer der vielen Positionen, an
denen das Nukleotid vorkommt, zu einem Abbruch der DNA-Synthese und somit zu
Fragmenten mit unterschiedlicher Lange. Der ABI PRISM 310 Genetic Analyser ermoglicht
durch Kapillarelektrophorese die Trennung dieser einzelnen Fragmente, wobei die Detektion
und Differenzierung iiber die Fluoreszenzmarkierung der ddNTPs erfolgt. Die Auswertung
der Daten erfolgte iiber die Software ,,Sequencing Analysis“ des Herstellers (Applied

Biosystems).

3.6.2 Durchfiihrung

Nach Reinigung des PCR-Produkts durch PEG-Prézipitation (siehe 3.1.3) wurden 5 pl der
Probe auf ein 2 % Agarosegel aufgetragen. Je nach Bandenstirke des gereinigten PCR-
Produkts im Gel wurden 1-4 ul in den 10ul Ansatz zur Sequenzierreaktion (siche Tabelle 28)
eingesetzt. Die Sequenzierreaktion lief automatisch mit Hilfe eines Programms (siehe Tabelle

29) des Temperaturprozessor zur PCR ab.
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Volumen | Reagenz

1 ul Primer (5 pmol)

1,5 ul BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
with AmpliTaq“DNA Polymerase (Applied Biosystems)

1-4 pl gereinigtes PCR-Template

x pl HPLC-H,O ad 10 pl

Tabelle 28: 10 pl Ansatz zur Sequenzierreaktion

Programmablauf Zeit Temperatur Zyklen
1. | Vordenaturierung 300 sec 95 °C 1
2. Amplifizierung Annealing 15 sec 50°C 26
Elongation 240 sec 60 °C
Denaturierung 30 sec 95°C

Tabelle 29: Sequenzier-Programm im Temperaturprozessor

Nach der Sequenzierreaktion wurden 1 pl 3 M Natriumacetatlosung und 30 pl 100 % Ethanol
in ein 1,5 ml Eppendorfgefal} pipettiert und mit 10 pl der Probenldsung vermischt. Nach 60
min Inkubationszeit bei Raumtemperatur an einem abgedunkelten Ort wurden die Proben fiir
30 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend konnte der Uberstand
abgenommen und das Pellet mit 300 pl 70 % Ethanol gewaschen werden. Der Ansatz wurde
erneut fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Im Anschluss wurde das
Pellet fiir ca. 5 min bei 50 °C im Heizblock getrocknet und danach in 25 pl 95 % Formamid
wihrend 1 h Inkubationszeit lichtgeschiitzt an einem abgedunkelten Ort bei Raumtemperatur
gelost. Vor der kapillarelektrophoretischen Trennung wurden die Proben fiir 3 min bei 93 °C
denaturiert, sofort danach auf Eis abgekiihlt und anschlielend in spezielle Sequenziergefifle
mit Gummisepta tiberfiihrt. Die Elektrophorese erfolgte nach den Angaben des Herstellers bei

50 °C und 7,5 kV im POP 6-Polymer.
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3.7 Fragmentlangenanalyse mit dem ABI PRISM 310 Genetic

Analyser

3.7.1 Methode

In dieser Arbeit wurde eine Fragmentldngenanalyse von RT-PCR-Produkten durchgefiihrt.
Die Amplifikation der cDNA erfolgte mit fluoreszenzmarkierten Primern. Wihrend der
Kapillarelektrophorese durch den ABI PRISM 310 Genetic Analyser werden die RT-PCR-
Produkte einzeln der Grofe nach getrennt und passieren nacheinander einen Laserstrahl,
welcher sie aufgrund ihrer Fluoreszenzemission erkennt. Die Fluoreszenzintensitit wird
gemessen und die elektrophoretische Mobilitdit wird mit Hilfe der GeneScan Analysis-
Software mit einem parallel gemessenen Lingenstandard bestehend aus DNA-Fragmenten
bekannter Fragmentlinge verglichen und so in Basenpaaren iibersetzt. Als Matrix dient
hierbei ein Spektrum aus verschiedenen Wellenlingen ROX (615 nm), NED (580 nm), JOE
(559 nm), 6-FAM (535 nm). Zur Auswertung wurde den Fluoreszenzmarkierungen mit Hilfe
des Computerprogramms unterschiedliche Falschfarben zugeordnet ROX (rot), NED (gelb),
JOE (griin), 6-FAM (blau).

3.7.2 Durchfiihrung

Zunichst wurde die cDNA-Amplifikation mit einem fluoreszenzmarkierten Primer (6-FAM)
unter herkdmmlichen PCR-Bedingungen durchgefiihrt (40 pl Ansatz, siehe 3.2.2). Zur
Fragmentlingenanalyse wurden 0,5 ul Genescan™-500ROX-Lingenstandard und 20 pl 95 %
Formamid in ein 1,5 ml Eppendorfgefdl vorgelegt. AnschlieBend wurden 1 pl des PCR-
Produkts dazugegeben, der Ansatz bei 93 °C fiir 2 min im Heizblock denaturiert und sofort
auf Eis abgekiihlt. SchlieBlich wurden die Proben in die Sequenzierhiitchen iiberfiihrt, mit
Gummisepta verschlossen und in den Triger des ABI PRISM-Gerites eingesetzt. Die
Elektrophorese erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers analog zur Sequenzierung

bei 60 °C im POP-6-Polymer.
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3.8 Zellkultur aus Lymphozyten

3.8.1 Methode

Das Epstein Barr Virus infiziert neben naso- und oropharyngealen Epithelzellen auch B-
Lymphozyten. /n vivo werden infizierte B-Lymphozyten zu einem groBen Teil durch das
Immunsystem eliminiert. Bei immundefizienten Patienten sowie in vitro kommt es jedoch zur
unkontrollierten Proliferation EBV-infizierter, immortalisierter B-Lymphozyten. Man spricht
in diesem Zusammenhang auch von ,,Transformation®. In vitro wird die ,,Transformation* der
B-Lymphozyten zum Anlegen einer Zellkultur genutzt. Um die aus dem Vollblut gewonnenen
Lymphozyten erfolgreich mit dem Virus zu infizieren, muss das Virus ,,ausgehungert™ sein;
d.h. die EBV-Linie, welche einmal pro Woche mit RPMI 1640 Medium inkl. 10-15 %
foetalem Kélberserum (FKS) gefiittert wird, muss sich im Hungerzustand befinden. Technisch
ist dies moglich, wenn parallel zwei EBV-Linien gefiihrt werden und diese immer zeitversetzt
gefiittert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die EBV-Linie B95-8 zur

,,Jransformation‘ verwendet.

3.8.2 Anlegen einer lymphoblastoiden Zelllinie aus heparinisiertem Vollblut

Die Aufarbeitung wurde in Anlehnung an die von H. Neitzel (1986) veroffentlichte Methode
durchgefiihrt.

Die bendtigten Medien wurden vor Beginn im Wasserbad auf 37 °C erwédrmt. Alle
Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen an der Werkbank durchgefiihrt. Aus einer
Blutprobe wurden in der Regel zwei Zelllinien angelegt.

10 ml heparinisiertes Vollblut wurden in ein 50 ml Falcongefd$} {iberfiihrt und im Verhéltnis
1:1 mit RPMI-Medium vermischt. In zwei weitere 50 ml Falcongefdfle wurden anschlieend
30 ml Ficoll-Medium vorgelegt und danach mit je 10 ml des Blut/RPMI-Gemisches
iiberschichtet. Im Anschluss wurde fiir 30 min ohne Bremse und bei Raumtemperatur bei
1250 rpm zentrifugiert. Der Leukozytenring in der Interphase wurde darauthin vorsichtig mit
einer Pasteurpipette in kreisformigen Bewegungen abgenommen und in ein 15 ml
Falcongefal mit 8-10 ml frischem RPMI-Medium {iberfiihrt. Danach wurde erneut fiir 10 min
mit Bremse bei 1250 rpm zentrifugiert. AnschlieBend konnte der Uberstand verworfen, das
Zellpellet mit dem verbliebenen Rest an RPMI-Medium resuspendiert und in eine 50 ml
Zellkulturflasche, in welche vorher 2 ml RPMI-Medium und 1 ml FKS vorgelegt wurden,
iiberfithrt werden. Am Ende wurden 2 ml der EBV-Zelllinie dazugegeben, welche zuvor

zweimal mit einem Sterilfilter (0,45 um) filtriert worden waren, um Kontaminationen durch
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andere Mikroorganismen wie Bakterien zu vermeiden. Zu diesem Zweck enthielt das RPMI-
Medium auch einen Zusatz an Streptomycin und Penicillin (siehe 2.5). Die Zelllinien und die

EBV-Linie wurden im Anschluss bei 37 °C und 5 % CQO; im Brutschrank inkubiert.

3.8.3 Bestrahlung der Zelllinien

Zur funktionellen Western Blot Analyse wurden einige Zelllinien mit 40 Gy durch den
Linearbeschleuniger MX-2 (Siemens, 6 MV Photonen) bestrahlt. Einen Tag vor der
Bestrahlung wurden die Zelllinien mit RPMI-Medium gefiittert und je 10 ml in 25 ml
Zellkulturflaschen iiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen bei 37 °C und 5 % CO; im
Brutschrank fiir 60 min inkubiert.
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3.9 Lambda-Protein-Phosphatase-Behandlung

3.9.1 Methode

In funktionellen Analysen des XRCC4-Proteins wurde die Lambda-Protein-Phosphatase
eingesetzt. Protein-Kinasen konnen Proteine phosphorylieren, Phosphatasen sind im Stande
sie wieder zu dephosphorylieren. Durch die Phosphorylierung wird die biologische Aktivitdt
der Proteine verdndert. Fiir die groBe Gruppe der Proteinkinasen kann eine Einteilung nach
dem Aminosdurerest, welchen sie phosphorylieren, getroffen werden. Es gibt Tyrosin-
spezifische, Serin- und Threonin-spezifische Kinasen. Die Lamda-Protein-Phosphatase
dephosphoryliert sowohl Tyrosin- als auch Serin- und Threonin-Reste.

In dieser Arbeit wurde eine Lambda-Protein-Phosphatase-Behandlung zur Analyse der
strahleninduzierten Phosphorylierung des XRCC4-Proteins eingesetzt. Nach der Bestrahlung
(siche 3.8.3) wurden 10 ml Zellsuspension in einem 15 ml Falcongefdl fiir 5 min bei 1300
rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet wurde
vorsichtig resuspendiert und in ein 1,5 ml Eppendorfgefdl3 iiberfiihrt. Der 10 pl Reaktions-
Ansatz (siehe Tabelle 30) wurde anschlieBend auf das Zellpellet gegeben. Die Inkubation
erfolgte fiir 2 h bei 30 °C. Danach wurde mit den Proben ein Western Blot durchgefiihrt.

Volumen Reagenz

1 ul 10 x Lambda-Protein-Phosphatase-Puffer (siche 2.5)
1 ul 10 x MnCl,

5,5 ul HPLC-H,0O

2,5 ul Lambda-Protein-Phosphatase (400 U/ul)

Tabelle 30: 10 pl Reaktionsansatz zur Lambda-Protein-Phosphatase-Behandlung
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3.10 Proteinextraktion und —konzentrationsbestimmung

3.10.1 Proteinextraktion

Zur Proteinextraktion aus einer lymphoblastoiden Zelllinie wurden ca. 10 ml Zellsuspension
in 15 ml FalcongefdBe iiberfiihrt und bei Raumtemperatur und 1300 rpm fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend verworfen und das Pellet mit 5 ml auf Eis
gekiihltem 1 x PBS gewaschen. Danach wurde nochmals unter gleichen Bedingungen fiir 5
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut vollstindig abgenommen, und je nach
PelletgroBe wurden das zwei- bis dreifache an frisch angesetztem Lysispuffer (siche Tabelle
31) dazugegeben und resuspendiert, bei z.B. ca. 50 ul Pellet waren dies 120 pl Lysispuffer.
Die Lyse der Zellen erfolgte wihrend einer Inkubationszeit von 30 min auf Eis. Danach
wurde die Zellsuspension in ein 1,5 ml Eppendorfgefal {iberfiihrt und fiir 10 min bei 4 °C und
13000 rpm zentrifugiert. Die Proteinldsung befand sich anschlieBend im Uberstand und wurde
in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefd3 iiberfiihrt. Der am Boden befindliche Zellschutt konnte
verworfen werden. Die Proteinextrakte wurden bei -70 °C aufbewahrt und konnten fiir

mehrere Versuche verwendet werden. Als Waschlosung wurde 1x PBS (siehe 2.5) verwendet.

Lysispuffer (10 ml)

50 mM Tris-Cl (pH 7.,4) 0,5 ml
150 mM | NaCl 1,5 ml
2 mM EGTA 1 ml
2 mM EDTA 40 pul
25 mM NaF 0,01 mg in 500 pl Aqua bidest.
25 mM B-Glycerophosphat | 0,25 ml
0, mM | NaVanadat Spur in 500 pl Aqua bidest.
0,l mM | PMSF S5ul
50 ug Leupeptin Sul
100 pg Aprotinin 1 ul
0,2 % Triton 20 ul
0,3 % NP-40 30 pl

Aqua bidest. ad 10 ml

Tabelle 31: Lysispuffer
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3.10.2 Photometrische Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte nach der farbstoffbindenden Methode, welche
von M. Bradford (1976) erstmals verdffentlicht wurde. In meiner Arbeit wurde der Protein
Assay der Firma Biorad verwendet. Die Messungen wurden bei 595 nm am Eppendorf-
(Bio)Photometer durchgefiihrt. Vor Beginn der Messungen wurde geméill Tabelle 32 eine
Standardreihe zur Kalibrierung des Gerdtes angefertigt. Zu jeder Verdiinnung der
Standardreihe wurden 200 pl ,Protein Assay Dye Reagent Concentrate” (Biorad)
dazugegeben. Die Kalibrierung erfolgte automatisch durch das Eppendorf-(Bio)Photometer.
Die Proteinlosungen wurden vor der Messung 1:500 verdiinnt. Dafiir wurde in ein 1,5 ml
EppendorfgefaB 798 nl HPLC-H,O vorgelegt und 2 pl Proteinextrakt darin gelost.
Anschliefend wurden 200 pl ,,Protein Assay Dye Reagent Concentrate* (Biorad) hinzugefiigt
und die Messungen durchgefiihrt.

Standard 1 2 3 4 5 6
HPLC-H,O 800 780 760 740 720 700
[ul]

BSA (Img/10ml) 0 20 40 60 80 100
[ul]

BSA Konzentration | 0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01
[ng/pl]

Tabelle 32: Standardmessreihe
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3.11 Western Blot

3.11.1 Methode

Beim Western Blot werden in einer SDS-PAGE aufgetrennte Proteine elektrophoretisch auf
eine Nitrocellulose-Membran transferiert (Towbin et al., 1979). Der Elektronentransfer findet
zwischen zwei Plattenelektroden, einer mit Platin {iberzogenen Titanelektrode (Anode) und
einer Edelstahlelektrode (Kathode), statt. Die Membran wird vor der Anode platziert, so dass
die Proteine aus dem Polyacrylamid-Gel von der Kathodenseite auf die Membran wandern.
Die Proteine adsorbieren mittels Wasserstoftbriickenbindungen und hydrophoben
Wechselwirkungen an die Membran und werden somit immobilisiert, d.h. ihre Diffusion wird
verhindert. Da die Proteine ihre Immunreaktivitdt noch besitzen, konnen sie anschlieend mit
Hilfe von Antikdrpern quantitativ und qualitativ nachgewiesen werden. Dafiir werden die
Membranen nacheinander mit zwei Antikorpern inkubiert. Der erste Antikorper ist spezifisch
fiir das gesuchte Protein und bildet mit diesem einen Antigen-Antikérper-Komplex. Durch
Zugabe eines zweiten enzymgekoppelten Antikdrper, welcher am priméren Antikdrper bindet,
kann das Antigen indirekt detektiert werden. Als antikorpergekoppeltes Enzym wurde in
dieser Arbeit Meerrettich-Peroxidase (HRP) eingesetzt, welches die Oxidation von Luminol
durch oxidierende Substanzen katalysiert. Luminol sowie die oxidierenden Substanzen waren
im ,,Chemiluminescene Reagent Plus Kit“ (NEN life Science Products) enthalten. Das
oxidierte Luminol entsendet Photonen mit einer Wellenléinge von 428 nm. Die Lichtemission
und somit die Detektion des Proteins wird im Anschluss auf einem Rontgenfilm
dokumentiert. Soweit sich nach der Exposition der Antikdrper auch wieder auswaschen lasst,
besteht die Moglichkeit, mehrere Assays mit derselben Membran hintereinander

durchzufiihren.

3.11.2 Durchfiihrung

In dieser Arbeit wurden die Western Blots mit der Mini Blot Transfer Cell der Firma Biorad
durchgefiihrt. Zur Vorbereitung wurden eine Nitrocellulosemembran und fiinf Whatman
Filterpapiere auf die GroBe des Trenngels zugeschnitten und zusammen mit zwei
Schwimmen des Blottingsystems fiir einige Minuten in kaltem Transferpuffer (siche Tabelle
33) eingeweicht. Ein weiteres zugeschnittenes Whatman Papier wurde anschlieBend so auf
das Trenngel aufgelegt, dass es sich von der darunter befindlichen Glasplatte abloste.
Anschlieend wurde die Kassette der Blot-Apparatur in folgender Reihenfolge moglichst

luftblasenfrei von der Kathoden- zur Anodenseite beschickt: Schwamm, zwei Filterpapiere,



-71 -

Gel, Membran, Filterpapier, Schwamm. Die Kassetten wurden verschlossen und mit der
Membran zur Anodenseite gerichtet in die Blot-Apparatur eingesetzt. Im Anschluss wurde die
Blot-Apparatur mit kaltem Transferpuffer gefiillt. Der Transfer erfolgte fiir ca. 3-4 h bei 35-
40 V und 4 °C im Kiihlraum. Nach Beendigung des Western Blots wurde die Membran fiir 1
h in Blocking Losung (siche Tabelle 34) auf einem Kipptisch mit Wippbewegungen bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Membranen mit dem ersten Antikorper (siche
Tabelle 36) in Plastikfolie eingeschweillt auf dem Kipptisch platziert und bei 4 °C iiber Nacht
inkubiert. Am ndchsten Tag wurde eine Waschlosung angefertigt (siche Tabelle 35), mit
welcher der erste Antikorper in drei Waschschritten (fiir je 10 min) von den Membranen
entfernt wurde. Danach wurde mit dem zweiten Antikorper (siehe Tabelle 36) fiir mindestens
2-3 h oder iiber Nacht inkubiert. Im Anschluss wurden die Membranen erneut dreimal mit
Waschlosung gewaschen. Zur Detektion mit den ,,Chemiluminescence Reagent Plus Kits*
wurden die Losungen I und II in gleichen Mengen gemischt und luftblasenfrei auf die, mit der
Proteinseite nach oben liegende, Membran pipettiert. Zur einminiitigen Inkubation wurde der
Raum abgedunkelt. AnschlieBend wurde die Membran ziigig von der {iiberschiissigen
Reaktionsfliissigkeit befreit, mit einer Folie abgedeckt, in die Filmkassette eingelegt und
luftblasenfrei glattgestrichen. Die Expositionszeit mit dem Rontgenfilm lag je nach Intensitét

der Reaktion zwischen einigen Sekunden bis fiinf Minuten.

Volumen | Reagenz

100 ml 10 x Carbonat-Puffer (siche 2.5)

700 ml Aqua bidest.

200 ml MeOH

1,8 ml 20 % SDS

Tabelle 33: Transferpuffer (1 x Carbonat-Puffer)

Volumen Reagenz

0,5 % Magermilch

0,05 % Tween 20

ad 1 Liter 1 x PBS (siehe 2.5)

Tabelle 34: Blocking-Losung
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Volumen Reagenz

0,05 % Tween 20

ad 1 Liter 1 x PBS

Tabelle 35: Wasch-Losung

Antikorper Volumen Verdiinnung in 25 ml
Blocking-Losung

1. Antikorper

mAK Maus-anti-human RAD51 (a-1G8) 25,0 ul 1:1000

pAK Kaninchen-anti-human XRCC4 (AHP387) 10,0 pl 1:2500

2. Antikorper

pAK Schaf-anti-Maus IgG-HRP konjugiert 5,0 ul 1:5000

pAK Ziege-anti-Kaninchen IgG-HRP konjugiert 5,0 ul 1:5000

mAK Maus-anti-human B-Actin 12,5 ul 1:2000

Tabelle 36: Verwendete Antikorper-Losungen
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4 Ergebnisse

4.1 Direkte Mutationsanalyse

4.1.1 RAD51*135G>C-Screening

Die RADS5I-Promotorvariante 135G>C, welche zwei Berichten zufolge mit einem erhdéhten
Brustkrebsrisiko fiir BRCA2-Mutationstragerinnen assoziiert ist (Levy-Lahad et al., 2001;
Wang et al., 2001), wurde im Kollektiv der Patientinnen mit bilateralem Mammakarzinom
durch restriktionsenzymatische Spaltung direkt getestet. Ihre Héufigkeit wurde anschlieend
mit der in einem Kollektiv unilateraler Brustkrebspatientinnen und mit der in einer Stichprobe
aus der Durchschnittsbevolkerung verglichen.

Zur Analyse der RADS51-Variante 135G>C wurde mit den Primern RAD51-AF und RADS51-
RR eine 157 bp groBe Region amplifiziert, welche das Nukleotid 135 umfasste. Hierfiir
wurden zundchst Optimierungen der PCR bei Annealingtemperaturen von 54-66 °C
durchgefiihrt. Bei 63 °C lief die Reaktion optimal ab, d.h. es fanden sich keine Nebenprodukte
und die Bande des PCR-Produkts war am stirksten sichtbar. Zur weiteren Optimierung wurde
die Zahl der Amplifizierungszyklen auf 31 reduziert. Ferner wurden die unter 3.2.2
aufgefiihrten Standardbedingungen gewdhlt. Danach wurde eine restriktionsenzymatische
Spaltung mit dem Restriktionsenzym ScrF I (5'...CC*NGG...3") durchgefiihrt (siehe 3.4.2). Die
DNA-Fragmente wurden nach der Inkubationszeit in einem NuSieve-Agarosegel mit
Ethidiumbromid in 1 x TBE-Puffer elektrophoretisch getrennt (siche Abbildung 7a).

Bei homozygoten Trigern des Wildtyp-Allels RAD51*135G existiert in der amplifizierten
Region von 157 Basenpaaren eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym ScrF 1. Im
Restriktionsverdau mit ScrF I wird das PCR-Produkt in zwei Fragmente gespalten, welche 85
bp und 72 bp groB sind. Durch den Basenaustausch 135G>C wird die Schnittstelle fiir das
Restriktionsenzym ScrF 1 zerstort. Bei Heterozygotie fiir die Variante RAD57*135C erfolgte
die Spaltung entsprechend nur unvollstindig, bei Homozygotie gar nicht.

Von 120 bilateral betroffenen Brustkrebspatientinnen wiesen 16 Patientinnen die RADSI-
Promotorvariante 135G>C in heterozygoter Ausprigung auf. Eine homozygote Tragerin
konnte nicht nachgewiesen werden. In dem Vergleichskollektiv waren unter 120 unilateral
betroffenen Brustkrebspatientinnen zwolf heterozygote und vier homozygote Trégerinnen. In
der Stichprobe aus der Durchschnittsbevolkerung konnten unter 120 Individuen 13
heterozygote Triager der RADS5I*135G>C-Promotorvariante detektiert werden. Ein

homozygoter Alleltrdger war nicht nachweisbar.
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4.1.2 RAD51*135G>C bei ménnlichen Brustkrebspatienten

Der im Vergleich zur Frau ca. 100-fach seltener auftretende Brustkrebs bei Mannern ist
hiufig mit BRCA2-Mutationen assoziiert (Haraldsson et al., 1998). Da RADS51 direkt mit
BRCA? interagiert, wurden vier médnnliche Brustkrebspatienten (Proben A282, A300, A941
und A988), welche ebenfalls in der Abteilung fiir Strahlentherapie und Spezielle Onkologie
der Medizinischen Hochschule behandelt worden waren, in die Analyse der Variante
RADS51*135G>C miteinbezogen. Zwei Patienten wurden mittels restriktionsenzymatischer
Spaltung als homozygote RADS51*135C-Alleltrdger detektiert (A941, A988). Dies Ergebnis
wurde mit einer Sequenzierreaktion geméf 4.1.5 bestdtigt. Die Vermutung, die Variante
RADS5I1*135G>C konne bei minnlichen Brustkrebspatienten {iberproportional héufig
auftreten, war fiir mich Anlass, ein zuséitzliches Patientenkollektiv von 20 maénnlichen
Mammakarzinompatienten der Universitit Wiirzburg (Proben W1-W20, freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Bernhard Weber) mittels Restriktionsspaltung durch
ScrF I auf den Polymorphismus hin zu tiberpriifen. Unter diesen 20 Patienten wurden jedoch
lediglich zwei heterozygote Alleltrdger der RADS5I-Variante 135G>C (W15, W19)

identifiziert; ein weiterer homozygoter Alleltrdger konnte nicht nachgewiesen werden.

4.1.3 XRCC2-Mutation R188H (¢.563G>A)

Ein erhohtes Brustkrebsrisiko wurde auch bei den seltenen homozygoten Tragerinnen der
Variante R188H des XRCC2-Gens vermutet (Kuschel et al., 2002). Hier liegt im Exon 2 des
XRCC2-Gens ein Basenaustausch vor. Am Nukleotid ¢.563 wird ein Guanin durch ein Adenin
ersetzt. Dadurch kommt es zu einer Aminosduresubstitution an der Codonposition 188 von
Arginin zu Histidin (CGC—CAC). In den von mir untersuchten Kollektiven von
Brustkrebspatientinnen sollte gepriift werden, ob homozygote Tridgerinnen der Variante
XRCC2*188H ein hoheres Brustkrebsrisko aufweisen als Tragerinnen beider Wildtypallele.

Nach Optimierung einer PCR bei Annealingtemperaturen von 54-66 °C erfolgte die
Amplifikation einer 870 bp langen Sequenz des Exon 2 mit den Primern XRCC2-2F und
XRCC2-2R bei 63 °C unter den Standardbedingungen der PCR (siehe 3.2.2). Die XRCC2-
Variante R188H wurde von mir im bilateralen sowie unilateralen Patientenkollektiv und dem
Kollektiv aus der Durchschnittsbevolkerung mittels Restriktionsspaltung durch das Enzym
Hph 1 (5'...GGTGA(N)g'...3") detektiert (siche 3.4.2). Die DNA-Fragmente wurden hierfiir in
einem NuSieve-Agarosegel mit Ethidiumbromid in 1 x TBE-Puffer elektrophoretisch getrennt

(siche Abbildung 7b).
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Ohne den Basenaustausch liegen fiir Hph 1 innerhalb der amplifizierten Sequenz drei
Schnittstellen vor. Das PCR-Produkt wird in drei Fragmente von 340 bp, 305 bp und 225 bp
zerlegt. Durch den Polymorphismus XRCC2*R188H entsteht eine weitere Erkennungsstelle
fiir das Restriktionsenzym, welches das 305 bp lange Fragment erneut in 161 bp und 144 bp
lange Sequenzen teilt.

Im Kollektiv der 120 bilateral betroffenen Mammakarzinompatientinnen konnten 15
heterozygote Trigerinnen der XRCC2-Variante R188H identifiziert werden, bei einer
Patientin konnte die Substitution in homozygoter Ausprigung nachgewiesen werden. Eine
Familienanalyse zeigte, dass die Mutter der Patientin ebenfalls einen homozygoten und die
Schwester einen heterozygoten Genotyp der XRCC2-Variante R188H tragen. In dieser
Familie wurde ebenfalls die BRCA-Mutation 5382insC nachgewiesen. Die Patientin war mit
34 Jahren am Erst- und mit 42 Jahren am Zweittumor erkrankt. Zum Zeitpunkt der
durchgefiihrten Analyse waren Mutter und Schwester der Patientin nicht am
Mammakarzinom erkrankt. In dem Vergleichskollektiv wurden von 120 unilateral betroffenen
Brustkrebspatientinnen 15 heterozygote Tragerinnen der XRCC2-Variante RI88H
nachgewiesen. In dem zweiten Vergleichskollektiv aus der Durchschnittsbevilkerung
konnten 19 heterozygote Alleltriger detektiert werden. In beiden Vergleichskollektiven wurde

die Variante nicht in homozygoter Auspriagung nachgewiesen.

4.1.4 XRCC3-Mutation T241M (¢.722C>T)

Kuschel et al. (2002) vermuteten ebenfalls eine erhdhte Erkrankungswahrscheinlichkeit fiir
Brustkrebs bei homozygoten Trigerinnen der Mutation T241M des XRCC3-Gens. Durch
diese Variante wird Cytosin im Exon 7 am Nukleotid ¢.722 durch Thymin ersetzt. Der
Basenaustausch fiithrt bei der Translation des 241. Codons zum Einbau der Aminosédure
Methionin anstelle von Threonin in die Polypeptidkette (ACG—AUG).

Um den von Kuschel et al. (2002) postulierten Zusammenhang zwischen der Variante T241M
und einem erhdhten Brustkrebsrisiko zu priifen, wurde ein Testverfahren etabliert. Die
Polymerasekettenreaktion mit den Primern XRCC3-7F und XRCC3-7R wurde vorab bei
Annealingtemperaturen von 54-66 °C optimiert. Die Reaktion wurde danach bei 63 °C unter
Standardbedingungen (siehe 3.2.2) durchgefiihrt. Das 300 bp groBe PCR-Produkt wurde
anschlieBend iiber Nacht mit Nla III (5'...CATG"...3") restriktionsenzymatisch gespalten (siche
3.4.2.). Die DNA-Fragmente wurden im Anschluss in einem NuSieve-Agarosegel mit
Ethidiumbromid in 1 x TBE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt (siche Abbildung 7c).

Bei homozygoten Alleltragern fiir XRCC3*241T liegt in der amplifizierten Region nur eine

Schnittstelle fiir das Enzym vor. In diesem Fall sind nach dem Verdau zwei Spaltprodukte
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von 207bp und 93 bp GroBle nachweisbar. Durch die Substitution XRCC3*T241M wird eine
zusitzliche Schnittstelle geschaffen, welche das 207 bp groBBe Fragment in Sequenzen von
102 bp und 105 bp teilt.

Unter 120 bilateral betroffenen Brustkrebspatientinnen wiesen 54 Frauen die
Methioninvariante als heterozygote Tragerinnen auf. 20 Patientinnen waren homozygote
Tragerinnen. Im  Kontrollkollektiv ~ konnte unter 120  unilateral  betroffenen
Mammakarzinompatientinnen die Substitution 60-mal in heterozygoter und 20-mal in
homozygoter =~ Auspridgung  nachgewiesen  werden. Im  Kollektiv  aus  der
Durchschnittsbevolkerung wurden 53 heterozygote und 17 homozygote Alleltriger der
Mutation T241M detektiert.

a) Rad 51 b) Xrcc?2 ¢) Xrcc3
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Abbildung 7: Mutationsscreening RAD51, XRCC2 und XRCC3

a) Polymorphismus in der Promotorregion des R4AD51-Gens (135G>C). Restriktionsenzymatische Spaltung mit ScrF 1.
b) Missense Substitution (Arg/His) in Exon 2 des XYRCC2-Gens. Restriktionsenzymatische Spaltung mit Hph 1.
¢) Missense Substitution (Thr/Met) in Exon 7 des XRCC3-Gens. Restriktionsenzymatische Spaltung mit Nla III.
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4.1.5 Sequenzierung der RADS5I1-Promotorvariante 135G>C

Um die Identifizierung der RADJ5I-Promotorvariante 135G>C mit einem direkten
Testverfahren zu bestéitigen, wurde eine Sequenzierreaktion etabliert. Die vorausgehende
Amplifikation wurde wie bei der Mutationsanalyse mit dem Primerpaar RAD5/-AF und
RADS5I-RR durchgefiihrt. Es wurden 50 pl Ansétze pro Probe zur PCR verwendet (siche
3.2.2, Tabelle 12). Um bestmogliche Sequenzierungsergebnisse zu erhalten, wurden die PCR-
Produkte mittels PEG-Prazipitation (siehe 3.1.3) gereinigt. Die Sequenzierreaktion wurde im
Anschluss geméB 3.6.2 durchgefiihrt.

Es wurden drei homozygote Tragerinnen der Variante RADS51*135C (A122, A124, A311)
unter den unilateral betroffenen Brustkrebspatientinnen sowie zwei homozygote Tréiger fiir
RAD51*135C unter den ménnlichen Brustkrebspatienten (A941, A988) und ein ménnlicher
Brustkrebspatient mit beiden Wildtypallelen (A282) fiir die Sequenzierung ausgewihlt. Bei
der Sequenzierung konnte zusdtzlich der bereits von Wang et al. (2001) beschriebene
RADS5 I*Polymorphismus 172T>G nachgewiesen werden. Alle Alleltrdger RAD51*135C/C
waren ebenso homozygot RADS51*172G/G. Die Probe A282 mit den Allelen RADS51*135G/G
war hingegen homozygot RADS51*172T/T. Dies Ergebnis bestétigt die Vermutung von Wang
et al. (2001), dass die RADS5 I-Polymorphismen 135G>C und 172T>G in der Promotorregion

in einem Kopplungsungleichgewicht stehen.
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b)

Abbildung 8: Sequenzierung der RAD51-Promotorregion

a) RAD51*135G/G,172T/T. (Probe A282), Sequenzierung des Sinnstranges
b) RAD51*135C/C,172G/G (Probe A122), Sequenzierung des Sinnstranges
¢) RAD51*135C/C,172G/G (Probe A122), Sequenzierung des komplementéren Stranges

Die Markierung (*) zeigt Homozygotie fiir das Allel 135C, (*) zeigt Homozygotie fiir das Allel 172G.
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4.2 Mutationssuche im XRCC4-Gen

4.2.1 Einleitung

Neben der direkten Mutationsanalyse in den Reparaturgenen RADS51, XRCC2 und XRCC3
war es Ziel dieser Arbeit, in dem zum damaligen Zeitpunkt noch weitgehend unerforschten
Reparaturgen XRCC4 Mutationen bzw. Polymorphismen zu identifizieren und diagnostische

Testverfahren zu etablieren.

4.2.1.1 Methodische Etablierung

Das XRCC4-Gen verfiigt iiber sieben kodierende Genabschnitte. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden diese Exons 2-8 mittels Sequenzierung zunéchst bei neun Patientenproben (A1228—
A1236) auf Auffilligkeiten hin untersucht.

Die neun initial untersuchten Patienten wiesen klinischen Symptome des Nijmegen Breakage
Syndrom auf (Mikrozephalie, Wachstumsretardierung und zelluldre Strahlensensibilitit)
(siehe 1.2.7). Es konnte bei Ihnen im Vorfeld meiner Doktorarbeit keine Mutation des NBS1-
Gens nachgewiesen werden (NBSLD-Patienten, ,,NBS-like disease). Mehrere Zelllinien
dieser Patienten wurden unserer Arbeitsgruppe freundlicherweise durch PD Dr. Markus
Stumm (Universitit Magdeburg), Herrn Prof. Dr. Detlev Schindler (Universitit Wiirzburg),
Frau Dr. Corry Weemaes (Universitdt Rotterdam) und Frau Dr. Raymonda Varon-Mateeva
(Universitdt Berlin) zur Verfligung gestellt.

Anhand der Literatursequenz wurden sieben intronstindige Primerpaare festgelegt, welche die
Amplifikation jeweils eines Exons mittels PCR ermoglichten. Um ein optimales Ergebnis bei
der Polymerasekettenreaktion zu erzielen, wurden Optimierungen bei verschiedenen
Annealingtemperaturen durchgefiihrt. Unter 3.2.2 sind in Tabelle 14 die verwendeten
Primerpaare, ihre Nukleotidsequenz, das zugehdrige Exon und der optimierte
Temperaturbereich angegeben. Es wurden 30-50 pl Ansétze pro Probe zur PCR verwendet
(siehe 3.2.2, Tabelle 12). Um bestmdogliche Sequenzierungsergebnisse zu erhalten, wurden die
PCR-Produkte mittels PEG-Prézipitation (siehe 3.1.3) gereinigt.

In den Exons 2, 5, 6 und 7 waren bei den neun Patienten keine Abweichungen von der
Literatursequenz des XRCC4-Gens nachweisbar. Dagegen wiesen einige Patienten in den
iibrigen Exons Genverinderungen auf, welche in den folgenden Abschnitten ndher

beschrieben werden.
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4.2.1.2 Sequenzierung des Exons 3

Im Exon 3 des XRCC4-Gens selbst wurden keine Aufilligkeiten gefunden. Es fiel jedoch ein
Polymorphismus im Bereich des Introns 3, 76 Nukleotide nach dem Ende der kodierenden
Sequenz von Exon 3, auf. Das in der Literatursequenz angegebene Adenin wurde an dieser
Stelle durch ein Guanin ersetzt.

Von den neun untersuchten Patienten wiesen sieben (A1228, A1229, A1231, A1232, A1233,
A1235, A1236) den Polymorphismus in heterozygoter Ausprigung auf. Ein Patient (A1234)
war homozygot fiir das Guanin-Allel und ein weiterer Patient (A1230) hatte die beiden
Adenin-Allele.

a)
b)

*
c)

*

Abbildung 9: Sequenz in Intron 3 (Sinnstrang)

a) XRCC4*3+76A/A (Wildtyp, A1230)

b) XRCC4*3+76A/G (Heterozygot, A1236)

¢) XRCC4*3+76G/G (Homozygot, A1234)

Die Markierung (*) zeigt den Polymorphismus XRCC4*3+76A>G.
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4.2.1.3 Sequenzierung des Exons 4/XRCC4*1134T (c.401T>C)

Bei der Sequenzierung des Exons 4 fiel am 401. Nukleotid der kodierenden Sequenz eine
Transition von Thymin zu Cytosin auf. Daraus ergibt sich am 134. Codon bei der Translation
eine Aminosédure-Substitution von Isoleucin zu Threonin (AUU—ACU, 1134T).

Von neun Patienten waren zwei Patienten (A1233 und A1235) heterozygot fiir die

Substitution 1134T. Bei den iibrigen sieben Patienten fanden sich keine Auffilligkeiten.

b)

Abbildung 10: Sequenz in Exon 4 (Sinnstrang)

a) XRCC4*c.401T/T (Wildtyp, A1234)
b) XRCC4*c.401T/C (Heterozygot, A1233)
Die Markierung (*) zeigt die Substitution XRCC4*1134T(c.401T>C).
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4.2.1.4 Sequenzierung des Exons 8/Spleifimutation IVS7-1G>A

An der AkzeptorspleiB3stelle des letzten Introns von XRCC4, am letzten Nukleotid vor Beginn
der kodierenden Sequenz des Exons 8, konnte beim Vergleich mit der Literatursequenz ein
Basenaustausch von Guanin zu Adenin nachgewiesen werden. Eine neue mogliche
Akzeptorspleilstelle ist zusammen mit der Substitution XRCC4*IVS7-1G>A in Abbildung 11
dargestellt.

Von neun Patienten waren zwei Patienten (A1230 und A1233) heterozygot fiir die Mutation

IVS7-1G>A. Bei den iibrigen sieben Patienten lag die Wildtyp-Sequenz vor.

infron 7 / exon 8

b)

Abbildung 11: Sequenz in Intron7/Exon8 (Sinnstrang)

a) XRCC4*1VS7-1G/G (Wildtyp, A 1234)
b) XRCC4*IVS7-1G/A (Heterozygot, A1230)
Die Markierung (*) zeigt die Mutation XRCC4*IVS7G>A, (|) zeigt eine neue potentielle AkzeptorspleiBistelle.
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4.2.1.5 Sequenzierung des Exons 8/Polymorphismus Exon 8 (c.921T>G)

Assoziiert mit der oben beschriebenen SpleiBmutation wurde ein weiterer Polymorphismus im
8. Exon von XRCC4 nachgewiesen. Am 921. Nukleotid der kodierenden Sequenz wiesen
beide heterozygoten Triger der SpleiBmutation (A1230 und A1233) einen Basenaustausch
von Thymin zu Guanin auf. Daraus ergibt sich am Codon 307 bei der Translation keine
Verdnderung der Aminosdure-Sequenz; beide Codons (UCU—UCC) fiihren zum Einbau der

Aminosiure Serin.

a)

b)

Abbildung 12: Sequenz in Exon 8

a) XRCC4*IVS7-1G/A, XRCC4*c.921T/G, A1230, Sinnstrang
b) XRCC4*IVS7-1G/A, XRCC4*c.921T/G, A1230, komplementérer Strang
Die Markierung (*) zeigt die Mutation XRCC4*IVS7G>A, (*) den Polymorphismus XRCC4*¢c.921T>G.
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4.3 Direkte XRCC4-Mutationsanalyse bei Brustkrebspatientinnen

4.3.1 Direktes Testverfahren fiir die Substitution XRCC4*1134T (c.401T>C)

Es wurde ein direktes Testverfahren etabliert, mit dem die Variante XRCC4*1134T im
Bilateral-Kollektiv und den beiden Kontrollkollektiven {iberpriift werden konnte.

Die Polymerasekettenreaktion mit den Primern XRCC4-4F und XRCC4-4RR wurde vorab bei
Annealingtemperaturen von 55-63 °C optimiert. Die Reaktion wurde danach bei 59 °C unter
Standardbedingungen durchgefiihrt (siehe 3.2.2). Das 239 bp groe PCR-Produkt wurde
anschlieBend iiber Nacht mit Pst I restriktionsenzymatisch gespalten (siche 3.4.2).

Durch die Variante XRCC4*1134T ergibt sich am 401. Nukleotid der kodierenden Sequenz
fir das Restriktionsenzym Pst 1 eine weitere Erkennungsstelle (5'...CTGCA'G...3"). Bei
homozygoten Alleltragern fiir YRCC4*134lI sind nach der Inkubation zwei Spaltprodukte von
191 bp und 48 bp GroBe nachweisbar. Durch die Variante XRCC4*1134T liegt in der
amplifizierten Region eine zweite Schnittstelle fiir das Enzym vor, welches das 191 bp grofle
Fragment in Sequenzen von 162 bp und 29 bp spaltet.

Die DNA-Fragmente wurden nach der restriktionsenzymatischen Spaltung in einem 3 %
Agarosegel in 1 x TBE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt (siche Abbildung 13).

Von 120 bilateral betroffenen Brustkrebspatientinnen wiesen zehn Patientinnen die Variante
XRCC4*1134T in heterozygoter Auspragung auf. Eine homozygote Trigerin konnte nicht
nachgewiesen werden. In dem Vergleichskollektiv konnten von 120 unilateral betroffenen
Brustkrebspatientinnen acht heterozygote und eine homozygote Trigerinnen der Substitution
identifiziert werden. In der Stichprobe aus der Durchschnittsbevolkerung konnten unter 120
Alleltragern acht heterozygote Triger der Substitution XRCC4*1134T positiv getestet werden;

homozygote Trager wurden nicht nachgewiesen.
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Abbildung 13: Substitution XRCC4*1134T (c.401T>C) nach restriktionsenzymatischer Spaltung mit Psz I

4.3.2 Direktes Testverfahren fiir die SpleiBmutation XRCC4*IVS7-1G>A

Um das Bilateral-Kollektiv und die beiden Kontrollkollektive auf die Spleimutation
XRCC4*IVS7-1G>A hin zu iberpriifen, wurde ein spezifisches Testverfahren mit dem
Restriktionsenzym 7Tsp509 1 etabliert. Die Amplifizierung der Proben wurde vorab mit den
Primern XRCC4-8F und XRCC4-8R durchgefiihrt (sieche 3.2.2). Danach wurde eine
restriktionsenzymatischen Spaltung gemiB 3.4.2 mit dem Enzym Tsp509 I (5'..*AATT...3")
durchgefiihrt. Nach der Inkubationszeit wurden die DNA-Fragmente in einem 2,5 %
Agarosegel in 1 x TBE-Puffer elektrophoretisch getrennt (siche Abbildung 14).

In der restriktionsenzymatischen Spaltung wird das PCR-Produkt des Wildtyp-Allels, welches
247 bp groB ist, nicht gespalten. Durch den Basenaustausch IVS7-1G>A entsteht fiir das
Enzym Tsp509 1 eine neue Erkennungsstelle, so dass das PCR- Produkt in zwei Fragmente
mit 162 bp und 85 bp gespalten wird.

Im Kollektiv der 120 bilateral betroffenen Mammakarzinompatientinnen konnten 22
heterozygote Trdgerinnen der SpleiBmutation IVS7-1G>A identifiziert werden. Bei drei
Patientinnen war die Mutation in homozygoter Ausprigung nachweisbar. Innerhalb des
Vergleichskollektivs wurden von 120 unilateral betroffenen Brustkrebspatientinnen 28

heterozygote  Trigerinnen und zwei homozygote Trédgerinnen detektiert. Im



- 86 -

Vergleichskollektiv aus der Durchschnittsbevolkerung konnten 19 heterozygote Alleltrager

positiv getestet werden; ein homozygoter Alleltriger wurde nicht nachgewiesen.

IVS7-1G/G
IVS7-1G/A
IVS7-1A/A

H20

2
>

247 bp R
162 bp

85 bp

Abbildung 14: Testverfahren fiir die Spleifmutation nach IVS7-1G>A; Restriktion mit Tsp509 1

4.3.3 Direktes Testverfahren fiir die synonyme Variante in Exon 8, ¢.921 T>G

Um die Assoziation der synonymen Variante XRCC4*c.921T>G mit der Spleilmutation
IVS7-1G>A zu untersuchen, wurden innerhalb des Bilateral-Kollektivs alle 22 heterozygoten
Alleltragerinnen sowie die drei homozygoten Alleltrdgerinnen fiir die Spleimutation auch
auf das Vorliegen der Variante ¢.921T>G hin getestet. Als Kontrolle wurden 28 bilateral
betroffene Brustkrebspatientinnen mit Homozygotie fiir die Wildtyp-Sequenz gewihlt. Die
Amplifizierung der Proben erfolgte mit den Primern XRCC4-8F und XRCC4-8R gemal
(3.2.2). Das Testverfahren wurde mit dem Restriktionsenzym Tag” 1 etabliert (sieche 3.4.2).
Die DNA-Fragmente wurden im Anschluss an die restriktionsenzymatische Spaltung in einem
3 % Agarosegel in 1 x TBE-Puffer elektrophoretisch getrennt (Abbildung 15).

Durch den Basenaustausch XRCC4*c.921T>G entsteht fiir das Enzym Taq” I eine neue
Erkennungs- und Schnittstelle (5'...T*CGA...3"). Das PCR-Produkt des Wildtyp-Allels wird
nicht gespalten und ist 247 bp grof3. Das PCR-Produkt mit dem Polymorphismus c.921T>G
wird in zwei Fragmente mit 128 bp und 119 bp gespalten.

Ein gemeinsames Vorliegen der Variante ¢.921T>G mit der SpleiBmutation IVS7-1G>A

konnte bei allen untersuchten Proben bestétigt werden.
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Abbildung 15: Polymorphismus XRCC4*¢c.921T>G nach restriktionsenzymatischer Spaltung mit 7aq“1

4.4 Funktionelle Analyse der RAD51-Promotorvariante 135 G>C

4.4.1 Einfithrung

Obwohl alle Zellen das komplette Genom enthalten, nutzen sie nur einen Bruchteil davon.
Welche Gene exprimiert werden, d.h. transkribiert und translatiert werden, wird durch
Regulationsmechanismen gesteuert. Zu den Regulationsstrukturen zdhlt die Promotorregion,
welche sich am 5'-Ende eines Strukturgens befindet. Die Promotorregion besitzt sowohl
Bindungsstellen fiir die RNA-Polymerase als auch fiir Transkriptionsfaktoren, welche als
Verstirker oder Abschwicher der Transkription wirken kdnnen.

Um zu priifen, ob die RADS51-Promotorvariante 135G>C die Expression des Gens verdndert,
wurden die in den folgenden Abschnitten ndher beschriebenen funktionellen Analysen
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden lymphoblastoide Zelllinien von zwei heterozygoten
Tragerinnen der Variante RADS51*135G>C angelegt (L290 = B50 und L220 = A597). Als
Kontrolle dienten Zelllinien von homozygoten Tragern des Allels RAD57*135G (L169, L
256).

4.4.2 RT-PCR Analyse

Zunichst wurde aus den lymphoblastoiden Zellkulturen RNA isoliert (siche 3.1.2). Zur
Kontrolle wurde ein 2 % Agarosegel mit jeweils 2 ul RNA-Losung und 2 pl Auftragpuffer
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geladen. Nach der RNA-Extraktion waren nach elektrophoretischer Trennung bei allen
Zelllinien die spezifischen 16S- und 28S-rRNA Banden sichtbar. Anschlieend wurde eine
Reverse Transkription (siehe 3.3) durchgefiihrt. Die gewonnene cDNA stand danach zur
weiteren Analyse zur Verfiigung.

Die Primeroptimierung mit dem Primerpaar RADS5I-AF und RADS51-2 wurde bei drei
Annealingtemperaturen (55 °C, 59 °C und 63 °C) durchgefiihrt. Die Reaktion lief bei allen
gewihlten Temperaturen optimal ab. Es wurde daraufhin 59 °C als Annealingtemperatur zur
Amplifikation gewdhlt. Mit dem 235 bp groBen RT-PCR-Produkt wurde die, bereits zur
direkten Mutationsanalyse der RADS5I-Promotorvariante 135G>C angewendete, ScrF I-
Restriktionsspaltung durchgefiihrt.

Die Abbildung 16 zeigt die elektrophoretische Trennung der RT-PCR-Fragmente im 3 %
NuSieve-Agarosegel. Das ungespaltene 235 bp Produkt reprisentiert das RADS51*135C-Allel,
die 162 bp und 73 bp Fragmente liegen beim RAD51*135G-Allel vor. Anhand der Intensitét
der Banden ist zu erkennen, dass die Expression der mRNA mit der RAD571*135G>C-
Substitution ca. zwei- bis dreifach gegeniiber der Wildtyp-mRNA gesteigert ist.

Eine ca. 24-fache Uberexpression fiir RAD5I*135C konnte ebenfalls mittels einer
semiquantitativen Gelanalyse mit dem Analyseprogramm Phoretix Grabber v3.01 der Firma
Biostep dargestellt werden (siehe Abbildung 17). Mit der RT-PCR Analyse konnte bei allen

drei heterozygoten Zelllinien dieser Effekt nachgewiesen werden.

135G/G
135C/G
H20

kb

235 bp
162 bp =

73 bp

Abbildung 16: RT-PCR-Analyse RAD51 nach restriktionsenzymatischer Spaltung mit ScrF I

Das ungespaltene Produkt reprasentiert das 135C-Allel.
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32%
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235 bp 162 bp 73 bp
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235bp 162 bp 73 bp

Abbildung 17: Densitometrische Auswertung des Agarosegels mit Analyseprogramm Grabber V3.01

a) Semiquantitative Darstellung RADS51*135G/G; 235bp Bande stellt das ungespaltene RT-PCR-Produkt dar.
b) Semiquantitative Darstellung RAD51*135C/G; ca. 2,4 fach hohere Signalintensitét fiir das 135C-Allel.
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4.4.3 Sequenzierung von RT-PCR-Produkten der RAD51-Promotorvariante

Durch die Sequenzierung der RT-PCR-Produkte der heterozygoten Trigerinnen und einer
Wildtypkontrolle konnte bestdtigt werden, dass der Basenaustausch RAD57*135G>C auch
auf mRNA-Ebene vorliegt und dominiert. Die Amplifikation der cDNA wurde mit dem
Primerpaar RAD51-2 und RADS5I-AF bei 59 °C durchgefiihrt. Die weiteren Schritte zur

cDNA-Sequenzierung wurden wie unter 3.6.2 beschrieben durchgefiihrt.

a)

b)

d)

Abbildung 18: Sequenz der RADS1-Promotorvariante nach RT-PCR

a) RAD51*135G/G, cDNA (Probe A1209), Sinnstrang

b) RAD51*135G/G cDNA (Probe A1209), komplementérer Strang

¢) RAD51*135C/G, cDNA (Probe A995), Sinnstrang

d) RAD51*135C/G, cDNA (Probe A995), komplementirer Strang

Die Markierung (*) zeigt Heterozygotie fiir den RAD51-Polymorphismus 135G>C.
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4.4.4 Western Blot-Analyse

Im Zusammenhang mit dem Ergebnis der RT-PCR-Analyse wurden im Rahmen dieser Arbeit
Western Blot-Analysen durchgefiihrt mit dem Ziel, die Steigerung der Genexpression durch
die RAD51*135G>C-Substitution auf Proteinebene zu evaluieren.

Aus den angelegten lymphoblastoiden Zelllinien wurde zundchst Protein extrahiert und die
Konzentration der Proteinldsung photometrisch bestimmt (siche 3.10). Bei den Versuchen
wurden jeweils 50 ug Protein der Proben aufgetragen. Die gelelektrophoretische Trennung
der Proteine erfolgte in einem 15 % SDS/PAGE-Gel in 1 x GTS-Puffer (siche 3.5.3).
Anschlieend wurde ein Western Blot geméf 3.11.2 durchgefiihrt.

Im Vergleich zu den beiden Wildtyp-Kontrollen L169 und L256 wurde bei den beiden
heterozygoten Tragern des RADS51*135C-Allels L290 und L.220 ca. 2-3 mal mehr RADS51-
Protein detektiert (siche Abbildung 19). Um die gleichméBige Beladung des Gels zu
kontrollieren wurde ebenfalls B-Actin-Protein bestimmt. Als RADS51-Antikorper wurde o-
1G8 gewdhlt. Als B-Actin-Antikorper wurde der Klon AC-15 der Firma Sigma verwendet.
Als zweiter Antikdrper gegen den o-1G8 und den Klon AC-15 diente ein mit
Meerrettichperoxidase konjugierter polyklonaler anti-Maus-IgG-Antikorper.

1 2 3 4
— = _h- s < Rad5l1

o s RNt <SS 4 [Loactin

Abbildung 19: Western Blot-Analyse des RADS1-Proteins

Zelllinien heterozygoter Trager des 135C-Allels (2,4) verglichen mit homozygoten 135G-Alleltrdgern (1,3).
Ca. zwei- bis dreifach erhohte Expression von RADS1 bei Triagern des 135C-Allels.
RADS51 wurden mit dem monoklonalen Antikérper 1G8 detektiert. f-Actin diente als Ladekontrolle.
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4.5 Funktionelle Analyse der SpleiBmutation XRCC4*IVS7-1G>A

4.5.1 Einfithrung

Der durch die SpleiBmutation XRCC4*IVS7-1G>A  entstandene Verlust der
Akzeptorspleilstelle sollte in funktionellen Analysen auf mRNA- bzw. cDNA-Ebene weiter
untersucht werden. Hierfiir und fiir Western Blot Analysen wurden lymphoblastoide
Zelllinien von drei homozygoten Alleltragerinnen der Mutation aus dem Kollektiv der
bilateral betroffenen Brustkrebspatientinnen angelegt (L288 = B114, L290 = B50, L291 =
B133). Als Kontrollen wurden fiinf Zelllinien mit Homozygotie fiir die Wildtypsequenz von
XRCC4 ausgewdhlt (L70, L169, L256, L239 und L254). Bei der Zelllinie L239 waren
allerdings im Vorfeld dieser Arbeit RAD50-Genmutationen, bei den Zelllinien L70 und L254
ATM-Genmutationen detektiert worden, so dass diese auch fiir eine Analyse der ATM- bzw.
RAD50-Abhéngigkeit der XRCC4-Phosphorylierung nach Bestrahlung genutzt werden
konnten. Die Linien L169 und L256 stammten von gesunden Personen, bei denen A7TM-
Mutationen ausgeschlossen worden waren. Fiir die RT-PCR und Fragmentlingenanalyse
wurden zudem die Proben einer heterozygoten Alleltridgerin (A1209) und einer Trigerinnen

beider Wildtypallele (A597) ausgewéhlt.

4.5.2 Sequenzierung der RT-PCR-Produkte

Zunichst wurde zellulire RNA aus den angelegten Zelllinien isoliert (siehe 3.1.2) und
anschlieBend durch Reverse Transkription in ¢cDNA umgewandelt (sieche 3.3). Die
Primeroptimierung mit dem Primerpaar XRCC4-7FF und XRCC4-8R wurde bei drei
Annealingtemperaturen (55 °C, 59 °C und 63 °C) durchgefiihrt. Die Reaktion lief bei allen
Temperaturen optimal ab. In den weiteren Schritten wurde 59 °C als Annealingtemperatur zur
Amplifikation der cDNA gewihlt. Es wurden 40 oder 50 pul PCR-Ansétze angewandt (siche
3.2.2). Die weiteren Schritte zur cDNA-Sequenzierung wurden wie unter 3.6.2 beschrieben
durchgefiihrt.

Durch die Sequenzierung der RT-PCR-Produkte konnte nachgewiesen werden, dass bei
homozygoten Alleltrigern fiir die SpleiBmutation IVS7-1G>A, verglichen mit der
Wildtypsequenz, ein Verlust von sechs Basen auf cDNA-Ebene vorliegt.
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b)

d)

L

Abbildung 20: Sequenz von Proben mit der SpleiBmutation XRCC4*IVS7-1G>A nach RT-PCR

a) XRCC4*1VS7-1G/G, cDNA, (Kontrolle, A597), Sinnstrang

b) XRCC4*1VS7-1A/A, cDNA,(B50), Sinnstrang

¢) XRCC4*1VS7-1G/G, cDNA, (Kontrolle, A597), komplementérer Strang

d) XRCC4*IVST-1A/A, cDNA, (B50), komplementérer Strang

Die Markierung (*) zeigt das letzte Nukleotid des Exons 7. (|) zeigt den Verlust von sechs Basen des Exons 8 bei den fiir
IVS7-1G>A homozygoten Alleltrigerinnen.
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Durch den Basenaustausch wird die Akzeptorsplei3stelle offenbar sechs Basen weiter in
5'—=3' Richtung verlagert. Durch dieses alternative Spleilen gehen die beiden Aminosiuren
Arginin und Serin in Position 298 und 299 verloren. Uberdies wird auf Position 300 bei der

Translation Asparagin durch Lysin substituiert.

4.5.3 Fragmentlingenanalyse

Das aberrante Spleiflien innerhalb des Exon 8 als Folge der Mutation XRCC4*IVS7-1G>A
konnte durch eine Fragmentldngenanalyse (siehe 3.7) der RT-PCR-Produkte von
homozygoten und heterozygoten Alleltrdgerinnen im Vergleich zu einer Wildtypalleltrdgerin
dargestellt werden (B50, A1209, A597). Hierfiir wurde die Amplifikation der cDNA mit dem
6-FAM markierten Primerpaar XRCC4-7FF und XRCC4-8R bei 59 °C durchgefiihrt. Die
Durchfiihrung der Methode erfolgte gemaB3 3.7.2. Abbildung 21 zeigt die der Lénge nach

getrennten Produkte.

Wildtyp

A2* n Wildtyp

A2% |

Abbildung 21: Kapillarelektrophoretische Trennung der RT-PCR-Produkte zum quantitativen Nachweis
des aberranten Spleifiens im Exon 8 bei Triigern der Mutation IVS7-1G>A

Oben (A597, homozygot Wildtyp), mitte (A1209, heterozygot, IVS7-1G>A), unten (B50, homozygot, IVS7-1G>A); A2*=

Verlust von sechs Basen entsprechend 2 Codons.

In der Fragmentlingenanalyse wurde als Folge des aberranten Spleilens bei der
heterozygoten Triagern fiir die Mutation XRCC4*IVS7-1G>A verglichen mit der Trigerin
beider Wildtypallele zusétzlich ein um sechs Basenpaare kiirzeres RT-PCR-Produkt
nachgewiesen. Bei der homozygoten Trigerin war nur die um sechs Basen kiirzere Isoform

detektierbar.
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4.5.4 Strahleninduzierte XRCC4-Phosphorylierung

Um die Phosphorylierung des XRCC4-Proteins, welche zu einem Teil durch DNA-PKcs
katalysiert wird, im Rahmen dieser Arbeit zu testen, wurden die lymphoblastoiden Zelllinien
mit 40 Gy bestrahlt und anschlieend die Zellsuspension auf zwei Ansétze aufgeteilt. Der
erste Ansatz wurde fiir 1 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Der zweite Ansatz wurde einem
Lambda-Protein-Phosphatase-Verdau unterzogen (siche 3.9). AnschlieBend wurde die
Proteinextraktion und —konzentrationsbestimmung gemif3 3.10 durchgefiihrt. Zusammen mit
dem Proteinextrakt aus unbestrahlten Zelllinien wurden die Proben in einer 12,5 % SDS-
PAGE getrennt; es wurden jeweils 20 pg Protein aufgetragen (siehe 3.5.3). AnschlieBend
konnten durch einen Immunoblot mit dem polyklonalen XRCC4-Antikdrper AHP387 die
p55-Bande und die p60-Bande des XRCC4-Proteins detektiert werden. Als zweiter
Antikorper wurde ein mit Meerrettichperoxidase konjugierter polyklonaler Anti-Kaninchen-
Antikorper verwendet (siche 3.11.2).

Es konnte gezeigt werden, dass nach Einwirkung von ionisierender Strahlung (40 Gy) das
XRCC4-Protein vorwiegend in seiner phosphorylierten Form p60 vorliegt. Dies galt fiir die
Vergleichslinien L169 und L256 ebenso wie fiir die RAD50-defiziente Linie L239. Ohne
Einwirkung von ionisierender Strahlung oder nach Behandlung mit Lambda-Protein-
Phosphatase liegt XRCC4 dagegen in seiner p55-Form vor (siche Abbildung 22). Dieser
Zusammenhang konnte sowohl bei homozygoten Alleltridgern fiir die SpleiBmutation IVS7-
1G>A als auch bei Trigern beider Wildtypallele nachgewiesen werden. Somit scheint die
SpleiBmutation IVS7-1G>A keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von XRCC4

auszuiiben.
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Abbildung 22: Western Blot-Analyse I des XRCC4-Proteins

XRCC4-Protein in seiner phosphorylierten p60 Form (2,5), ohne Einwirkung von ionisierender Strahlung (1,4) und nach
Inkubation mit Lambda-Protein-Phosphatase (3,6). 1-3: Probe L290 homozygot IVS7-1A/A; 4-6: Probe L239 Wildtyp IVS7-
1G/G. Die Proteine wurden mit dem polyklonalen Antiserum APH387 detektiert.

Auffillig war lediglich, dass die Phospho-Form des XRCC4-Proteins in den beiden
untersuchten AT-Zelllinien schwécher vertreten zu sein schien als im Vergleich zu den
iibrigen Zelllinien. Dies konnte eine ATM-Abhingigkeit der XRCC4-Phosphorylierung
vermuten lassen. Ferner wurden in unregelméBiger Intensitit immunreaktive Nebenbanden im
Bereich 75 kDa sowie 90-95 kDa nachgewiesen, die unspezifisch sein oder weitere
Modifikationen des XRCC4-Proteins anzeigen konnten (sieche Abbildung 23). Diese
Fragestellungen werden von unserer Arbeitsgruppe nach Abschluss meiner Arbeit derzeit

weiter verfolgt.
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Abbildung 23: Western Blot Analyse II des XRCC4-Proteins

XRCC4-Protein in seiner phosphorylierten p60 Form (2,5,8), ohne Einwirkung von ionisierender Strahlung (1,4,7) und nach
Lambda-Protein-Phosphatase Verdau (3,6,9). Gemessen an der Mobilititsinderung scheint die Phosphorylierung des
XRCC4-Proteins bei der AT-Zelllinie schwicher ausgeprigt als bei den iibrigen Zellinien (p60).

1-3: Probe L288 homozygot IVS7-1A/A; 4-6: Probe L291 homozygot IVS7-1A/A; 7-9: Probe L254 homozygot IVS7-1G/G,
AT-Zelllinie.
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4.6 Zusammenfassung der Allelfrequenzen und klinische
Auswertung der untersuchten Polymorphismen und
Mutationen

4.6.1 Allelfrequenzen

Bilateral bzw. unilateral betroffene Mammakarzinompatientinnen sowie eine Stichprobe aus
der Durchschnittsbevolkerung waren wie in den oberen Abschnitten beschrieben auf flinf
Genverdnderungen hin analysiert worden. Tabelle 37 stellt diese Genvarianten und ihre

Allelfrequenzen in den einzelnen Kollektiven zusammen.

Gen Exon Genverdnder | Bilateral betroffene Unilateral betroffene Durchschnittsbevolkerung
ung Mammakarzinompatientinnen Mammakarzinompatientinnen
Allelfrequenz Anzahl Allelfrequenz Anzahl Allelfrequenz Anzahl
Homozygote Homozygote Homozygote

RADS1 | S'UTR | 135G>C 16/240 (6,7 %) 0 20/240 (8,3 %) 4(1,7 %) 13/240 (5,4 %) 0
XRCC2 | 2 R188H 17/240 (7,1 %) 1 (0,4 %) 15/240 (6,3 %) 0 19/240 (7,9 %) 0
XRCC3 | 7 T241M 94/240 (39,2 %) 20 (8,3 %) 100/240 (41,7 %) 20 (8,3 %) 87/240 (36,3 %) 17 (7,1 %)
XRCC4 | 4 1134T 10/240 (4,2 %) 0 10/240 (4,2 %) 1 (0,4 %) 8/240 (3,3 %) 0

8 IVS7-1G>A | 28/240 (11,7 %) 3 (1,3 %) 32/240 (13,3 %) 2 (0,8 %) 19/240 (7,9 %) 0

Tabelle 37: Zusammenstellung der Allelfrequenzen

Mit dem Pearson-Chi Quadrat Test wurde kontrolliert, ob zwischen den Allelhdufigkeiten in
den drei Kollektiven signifikante Unterschiede bestehen (siehe Tabelle 38); es konnten keine

signifikanten Unterschiede beziiglich der Allelfrequenzen nachgewiesen werden.

Gen/Exon Variante p-Wert
Vergleich Bilateral/Unilateral/Kontrolle Vergleich Vergleich
Bilateral/Kontrolle Unilateral/Kontrolle

RADS1/1 135G>C 0,07 0,13 0,55
XRCC2/2 R188H 0,60 0,46 0,47
XRCC3/7 T241M 0,75 0,41 0,81
XRCC4/4 1134T 0,68 0,61 0,62
XRCC4/8 IVS7-1G>A 0,26 0,11 0,18

Tabelle 38: Signifikanzniveaus (p-Werte) bei Vergleich der Allelhiiufigkeiten
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4.6.2 Trigerfrequenzen/Odds Ratios

Des Weiteren wurde gepriift, ob die einzelnen Genvarianten mit einem erhdhten
Brustkrebsrisiko assoziiert sind. Die Berechnung des relativen Risikos (in Form der Odds
Ratios) erfolgte anhand von Kreuztabellen. Tabelle 39 zeigt die Odds Ratios (OR) fiir jedes
verdnderte Allel (Heterozygote und Homozygote) im Vergleich zum Wildtyp. Tabelle 40
zeigt die OR fiir nur ein verdndertes Allel (Heterozygotie) im Vergleich zum Wildtyp. Tabelle
41 zeigt die OR fiir homozygot verdnderte Allele im Vergleich zum Wildtyp.

Kollektiv ‘ Gen/Exon ‘ Variante ‘ p ‘ OR ‘ 95 % Konfidenzintervall
Bilateral
RADS1/1 135G>C 0,55 1,27 0,58;2,76
XRCC2/2 R188H 0,58 0,82 0,40 ; 1,68
XRCC3/7 T241M 0,60 1,15 0,68 ;1,93
XRCC4/4 1134T 0,62 1,27 0,48 ;3,34
XRCC4/8 IVS7-1G>A 0,32 1,40 0,72 ;2,70
Unilateral
RADS1/1 135G>C 0,55 1,27 0,58 ;2,76
XRCC2/2 R188H 0,46 0,76 0,37 ;1,58
XRCC3/7 T241M 0,18 1,43 0,84 ;2,41
XRCC4/4 1134T 0,80 1,13 0,42 ;3,05
XRCC4/8 IVS7-1G>A 0,08 1,77 0,93 ; 3,36
Bilateral+Unilateral
RADS1/1 135G>C 0,50 1,27 0,64 ;2,51
XRCC2/2 R188H 0,45 0,79 0,42 ;1,46
XRCC3/7 T241M 0,28 1,28 0,82 ;2,00
XRCC4/4 1134T 0,67 1,20 0,51;2,84
XRCC4/8 IVS7-1G>A 0,12 1,58 0,89 ;2,81

Tabelle 39: Odds Ratios fiir jedes verinderte Allel im Vergleich zum Wildtyp
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Kollektiv Gen/Exon Variante p OR 95 % Konfidenzintervall
Bilateral
RADS1/1 135G>C 0,55 1,27 0,58;2,76
XRCC2/2 R188H 0,47 0,77 0,37 ; 1,59
XRCC3/7 T241M 0,72 1,11 0,64 ;1,92
XRCC4/4 1134T 0,62 1,27 0,48 ;3,34
XRCC4/8 IVS7-1G>A 0,55 1,23 0,63 ;2,42
Unilateral
RADS1/1 135G>C 0,90 0,95 0,41;2,18
XRCC2/2 R188H 0,46 0,76 0,37 ;1,58
XRCC3/7 T241M 0,22 1,41 0,81 ;2,47
XRCC4/4 1134T 0,99 1,01 0,37;2,78
XRCC4/8 IVS7-1G>A 0,13 1,65 0,86 ;3,16
Bilateral+Unilateral
RADS1/1 135G>C 0,77 1,11 0,55;2,23
XRCC2/2 R188H 0,39 0,76 0,41 ;1,42
XRCC3/7 T241M 0,36 1,25 0,78 ;2,02
XRCC4/4 1134T 0,77 1,14 0,48 ;2,70
XRCC4/8 IVS7-1G>A 0,22 1,44 0,80 ;2,57

Tabelle 40: Odds Ratios fiir ein verindertes Allel im Vergleich zum Wildtyp

Kollektiv Gen/Exon Variante p OR 95 % Konfidenzintervall
Bilateral
RADS1/1 135G>C / / /
XRCC2/2 R188H / / /
XRCC3/7 T241M 0,53 1,28 0,60 ;2,74
XRCC4/4 1134T / / /
XRCC4/8 IVS7-1G>A / / /
Unilateral
RADS1/1 135G>C / / /
XRCC2/2 R188H / / /
XRCC3/7 T241M 0,32 1,47 0,68 ;3,17
XRCC4/4 1134T / / /
XRCC4/8 IVS7-1G>A / / /
Bilateral+Unilateral
RADS1/1 135G>C / / /
XRCC2/2 R188H / / /
XRCC3/7 T241M 0,36 1,37 0,70 ; 2,66
XRCC4/4 1134T / / /
XRCC4/8 IVS7-1G>A / / /

Tabelle 41: Odds Ratios fiir Homozygotie im Vergleich zum Wildtyp
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Sowohl im Bilateral- als auch im Unilateral-Kollektiv konnte fiir keine der fiinf getesteten
Genvarianten ein signifikant erhohtes Risiko fiir die Entstehung eines Mammakarzinoms
nachgewiesen werden. Ein Trend im Hinblick auf ein erhohtes Brustkrebsrisko unilateral
erkrankter Patientinnen ergab sich fiir die XRCC4-Spleimutation IVS7-1G>A (p = 0,08)
(siche Tabelle 39). Der seltene homozygote Genotyp konnte nur fiir die Variante
XRCC3*T241M im Hinblick auf ein erhohtes Brustkrebsrisiko getestet werden, da fiir die
iibrigen untersuchten Polymorphismen keine Homozygotie flir das jeweils seltene Allel in
dem Kontollkollektiv aus der Durchschnittsbevolkerung bestand. Fiir homozygote
Tragerinnen des XRCC3*241M-Allels konnte kein Hinweis auf ein erhohtes Brustkrebsrisiko

nachgewiesen werden.

4.6.3 Klinisch-Statistische Auswertung

In den folgenden Abschnitten wurde in einer ,case-only“-Analyse untersucht, ob die
identifizierten Polymorphismen bzw. Varianten einen signifikanten Einfluss auf bestimmte
klinische Charakteristika haben. Leider waren nicht bei allen 120 untersuchten Patientinnen
des Bilateral- und Unilateral-Kollektivs die klinischen Daten verfiigbar. Die nachfolgenden

statistischen Berechnungen beziehen sich auf die zu diesem Zeitpunkt verfiigbaren Daten.

4.6.3.1 Einfluss auf den Lymphknotenstatus

Es wurde untersucht, ob eine Tréagerschaft fiir die jeweilige Genvariante den
Lymphknotenstatus beeinflusst. Gepriift werden sollte hierbei, ob durch jedes verédnderte Allel
der einzelnen Varianten héufiger bzw. seltener Lymphknotenmetastasen auftraten als bei
Patientinnen mit beiden Wildtypallelen. Fille von Carcinomata in situ (Tis) gemdll dem
Tumorstadium wurden nicht in die Berechnung einbezogen (siche Tabelle 1). Im Unilateral-
Kollektiv war fiir einen Fall mit Carcinoma in situ (Tis) kein Nodalstadium dokumentiert
worden, dieser Fall wurde ebenfalls nicht betrachtet. Zur Berechnung wurde der Pearson Chi-

Quadrat-Test gewihlt (sieche Tabelle 42).
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Kollektiv | Tumor | Genvariante Hetero+Homo Wildtyp Chi* |p
Lymphknotenstatus | Lymphknotenstatus
pos neg pos neg
Bilateral | TUI RAD51¥135G>C 5 7 30 59 0,30 | 0,59
XRCC2*R188H 2 12 33 54 2,98 | 0,08
XRCC3*T241M 21 43 14 23 0,26 | 0,61
XRCC4*1134T 1 8 34 58 2,42 | 0,12
XRCC4*IVS7-1G>A | 8 13 27 53 0,14 | 0,71
Bilateral | TU2 RAD51¥135G>C 2 14 29 68 2,09 |0,15
XRCC2*R188H 3 12 28 70 0,48 | 0,49
XRCC3*T241M 15 55 16 27 3,33 | 0,07
XRCC4*1134T 3 6 28 76 0,17 | 0,68
XRCC4*IVS7-1G>A | 8 16 23 66 0,53 | 0,47
Unilateral RAD51¥135G>C 5 11 41 56 0,69 | 0,41
XRCC2*R188H 6 8 40 59 0,03 | 0,86
XRCC3*T241M 31 45 15 22 <0,01 | 0,98
XRCC4*1134T 4 4 42 63 0,31 | 0,58
XRCC4*IVST7-1G>A | 9 19 37 48 1,13 | 0,29

Tabelle 42: Einfluss der Genvarianten auf den LK-Status

Es konnte kein Nachweis auf einen signifikanten Einfluss der flinf gepriiften Varianten auf
den Lymphknotenstatus erbracht werden. Im Fall der Mutation XRCC2*R188H lag ein Trend
zu einer niedrigeren Rate an Lymphknotenmetastasen beim Erstumor der bilateral betroffenen
Patientinnen vor (p = 0,08). Allerdings konnten bei 15 Patientinnen dieses Kollektivs keine
Angaben iiber den Lymphknotenstatus gemacht werden. Beim Zweittumor und im
unilateralen Brustkrebskollektiv war dieser Effekt der XRCC2-Mutation RI88H nicht
nachweisbar. Die Mutation XRCC3*T241M zeigte ebenfalls einen Trend hin zu einem eher
protektiven Effekt im Hinblick auf Lymphknotenmetastasen beim Zweittumor bilateral
betroffener Brustkrebspatientinnen (p = 0,07). Beim Ersttumor und im Unilateral-Kollektiv

konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden.

4.6.3.2 Grading invasiv duktaler Mammakarzinome

Der histologisch invasiv duktale Typ des Mammakarzinoms war am hdufigsten bei beiden
Brustkrebskollektiven vertreten. Im Bilateral-Kollektiv waren 74 Ersttumoren und 80
Zweittumoren als histologisch invasiv duktal eingestuft worden. Im Unilateral-Kollektiv

wurden 86 invasiv duktale Tumoren identifiziert. Hierunter war bei acht Ersttumoren und
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zweil Zweittumoren des Bilateral-Kollektivs sowie drei Tumoren aus dem Unilateral-
Kollektive keine Information beziiglich des Gradings vorhanden. Es wurde untersucht, ob das
histologische Grading durch eine der identifizierten Genvarianten, in Richtung héheren oder
niedrigeren Gradings, beeinflusst wird. Verglichen wurden jeweils Patientinnen mit beiden
Wildtypallelen und Patientinnen mit mindestens einem verdnderten Allel (Heterozygot und
Homozygot). Zur Berechnung wurde die lineare Assoziation (,,linear-by-linear-association®)

gewdhlt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 43 dargestellt.

Kollektiv/TU Genvariante Hetero- Wildtyp Chi’ P
+Homozygot
Grading Grading
I I ar |1 I 111
Bilat./TU1 RAD51¥135G>C 0 4 5 5 30 |22 1,36 0,24
XRCC2*R188H 0 7 4 5 27 |23 0,03 0,86
XRCC3*T241M 3 18 |19 |2 16 |8 1,19 0,28
XRCC4*1134T 1 4 2 4 30 | 25 0,75 0,39
XRCC4*IVST7-1G>A | 1 8 9 4 26 | 18 0,81 0,37
Bilat./TU2 RAD51¥135G>C 1 5 6 1 36 |29 <0,01 | 0,96
XRCC2*R188H 0 6 5 2 35 |30 0,04 0,84
XRCC3*T241M 2 27 {20 |0 14 |15 1,37 0,24
XRCC4*1134T 0 3 3 2 38 |32 0,13 0,72
XRCC4*IVST7-1G>A | 0 8 10 |2 33 | 25 1,37 0,24
Unilat. RAD51¥135G>C 0 10 |3 4 40 | 26 0,25 0,62
XRCC2*R188H 1 5 4 3 45 | 25 <0,01 | 0,99
XRCC3*T241M 3 32 |22 1 18 |7 0,60 0,44
XRCC4*1134T 0 4 1 4 46 | 28 0,18 0,68
XRCC4*IVST-1G>A | 1 10 |10 |3 40 |19 1,47 0,23

Tabelle 43: Einfluss der Genvarianten auf das Grading histol. invasiv duktaler Mammakarzinome

In beiden Brustkrebskollektiven wurde kein signifikanter Unterschied beziiglich des Gradings
invasiv duktaler Mammakarzinome fiir alle untersuchten Genvarianten im Vergleich zu

Patientinnen mit beiden Wildtypallelen gefunden.
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4.6.3.3 Tumorstadium

Es wurde wuntersucht, ob die identifizierten Genvarianten das Tumorstadium des
Mammakarzinoms signifikant beeinflussen. Gepriift werden sollte, ob bei Trigerinnen der
entsprechenden Genvariante ein Trend zu einem héheren Tumorstadium (T0-T4) vorlag im
Vergleich zu Patientinnen mit beiden Wildtypallelen. Zur Berechnung wurde die lineare

Assoziation (,,linear-by-linear-association*) gewihlt. Tabelle 44 zeigt eine Ubersicht.

Kollek./TU Genvariante Hetero-+Homozygot Wildtyp Chi’ P
Tumorstadium Tumorstadium
TO |T1 | T2 | T3 | T4 | TO | T1 T2 | T3 | T4
Bilat./TU1 RAD51*135G>C 1 7 3 2 0 3 56 | 22 4 6 | 0,02 0,90
XRCC2*R188H 1 9 4 0 1 3 54 | 21 6 5 10,18 0,67
XRCC3*T241M 3 39 14 5 4 1 24 11 1 2 | 0,06 0,80
XRCC4*1134T 0 6 2 0 1 4 57 | 23 6 5 | 0,05 0,82
XRCC4*IVS7-1G>A 0 14 4 1 2 4 49 | 21 5 4 10,22 0,64
Bilat./TU2 RAD51*135G>C 0 12 2 0 2 7 63 30 3 1 | 0,94 0,33
XRCC2*R188H 1 10 4 1 0 6 65 28 2 3 10,02 0,90
XRCC3*T241M 4 50 | 19 1 0 3 25 13 2 3 |3381 0,05
XRCC4*1134T 1 8 1 0 0 6 67 | 31 3 3 1223 0,13
XRCC4*IVS7-1G>A 1 18 4 1 1 6 57 | 28 2 2 | 0,01 0,92
Unilat. RAD51*135G>C 0 11 3 0 2 4 57 | 34 6 2 10,21 0,65
XRCC2*R188H 0 9 4 1 0 4 59 | 33 5 4 10,07 0,80
XRCC3*T241M 2 43 | 29 4 2 2 25 8 2 2 | 044 0,51
XRCC4*1134T 1 6 2 0 0 3 62 35 6 4 211 0,15
XRCC4*IVS7-1G>A 0 16 12 0 1 4 52 | 25 6 3 | 0,09 0,76

Tabelle 44: Einfluss der Genvarianten auf das Tumorstadium des Mammakarzinoms

Im Bilateral-Kollektiv konnte beim Zweittumor der Patientinnen mit mindestens einem
verdnderten Allel fiir die Mutation XRCC3*T241M im Vergleich zum Genotyp mit beiden
Wildtypallelen ein Trend hin zu einem héheren Tumorstadium aufgezeigt werden (p = 0,05).
Beim Ersttumor und im Unilateral-Kollektiv lag dieser Trend nicht vor. Fiir die {ibrigen
identifizierten Genvarianten wurde in beiden Brustkrebskollektiven kein signifikanter
Unterschied beziiglich des Tumorstadiums der Mammakarzinome im Vergleich zu

Patientinnen mit beiden Wildtypallelen nachgewiesen.




- 105 -

4.6.3.4 Fernmetastasierung

Es wurde gepriift, ob bei den identifizierten Genvarianten ein signifikanter Unterschied
beziiglich des Bestehens einer Fernmetastasierung vorlag. Untersucht wurde dieser
Unterschied, sofern Angaben iiber eine mdgliche Fernmetastasierung vorlagen, bei
Alleltragern der entsprechenden Genvariante im Vergleich zu Patientinnen mit beiden
Wildtypallelen. Drei Patientinnen mit duktalem Carcinoma in situ aus dem Unilateral-
Kollektiv wurden von der Betrachtung ausgeschlossen. Bei einer vierten unilateral
betroffenen Patientin, bei der ebenfalls gemi3 dem Tumorstadium ein Carcinoma in situ (Tis)
dokumentiert war, waren keine Angaben zu Histologie und Fernmetastasierung vorhanden.
Im Bilateral-Kollektiv wurde eine Patientin, deren Zweittumor histologisch als duktales
Carcinoma in situ eingestuft worden war und bei der keine histologischen Angaben zu dem
Ersttumor vorlagen, von der Betrachtungen ausgeschlossen. Bei allen weiteren bilateral
betroffenen Patientinnen war mindestens ein Tumor als invasiv eingestuft worden. Zur

Berechnung wurde der Pearson Chi-Quadrat-Test gewdhlt. Tabelle 45 veranschaulicht die

Ergebnisse.
Kollektiv | Genvariante Hetero- Wildtyp Chi’ p
+Homozygot
Fernmetastasen Fernmetastasen
neg | pos neg pos
Bilateral RAD51¥135G>C 12 4 84 19 0,38 0,54
XRCC2*R188H 13 3 83 20 <0,01 | 0,95
XRCC3*T241M 58 16 38 7 0,66 0,42
XRCC4*1134T 9 1 87 22 0,61 0,44
XRCC4*IVST-1G>A 17 8 79 15 3,26 0,07
Unilateral | RAD51¥135G>C 14 2 84 14 0,04 0,85
XRCC2*R188H 9 5 89 11 6,22 0,01
XRCC3*T241M 66 11 32 5 0,01 0,91
XRCC4*1134T 8 0 90 16 1,40 0,24
XRCC4*IVST-1G>A 20 9 78 7 9,32 <0,01

Tabelle 45: Einfluss der Genvarianten auf den Fernmetastasenstatus
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Im Unilateral-Kollektiv konnte bei den Mutationen XRCC2*R188H und XRCC4*IVS7-1G>A
ein hoherer Anteil an Fernmetastasen bei Patientinnen mit mindestens einem verénderten
Allel, verglichen mit Trégerinnen beider Wildtypallele, nachgewiesen werden (p = 0,01 und p
= <0,01). Beide Mutationen wiirden demnach fiir das Entstechen von Fernmetastasen
disponieren. Bei der Spleimutation IVS7-1G>A war dieser Unterschied ebenfalls im
Bilateral-Kollektiv zu beobachten (p = 0,07), wéhrend sich bei der Variante XRCC2*R188H
dieser Zusammenhang im Bilateral-Kollektiv nicht bestdtigte. Bei den {ibrigen untersuchten

Genvarianten ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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4.6.3.5 Mittleres Alter bei Erstdiagnose

Es wurde gepriift, ob bei den identifizierten Genvarianten ein signifikanter Altersunterschied
bei Erstdiagnose des Tumors vorlag. Untersucht wurde dieser Unterschied bei
Mutationstragerinnen der entsprechenden Genvariante im Vergleich zu Patientinnen mit

beiden Wildtypallelen. Zur Berechnung wurde der T-Test gewahlt (siche Tabelle 46).

Kollektiv/TU Genvariante Wildtyp Hetero t-Wert p 95 %
+Homozygot K.-Intervall
Alter ED | Alter ED
Bilat./TU1 RAD51¥135G>C 54,6 54,9 -0,10 0,92 -6,86; 6,18
XRCC2*R188H 54,8 53,4 0,42 0,67 -5,13; 7,91
XRCC3*T241M 533 55,5 -0,98 0,33 -6,78; 2,30
XRCC4*1134T 54,1 60,2 -1,51 0,13 -14,01; 1,88
XRCC4*IVS7-1G>A | 55,8 50,4 1,99 0,05 0,04; 10,78
Bilat./TU2 RAD51¥135G>C 60,9 59,5 0,46 0,65 -4,68; 7,49
XRCC2*R188H 60,9 59,2 0,57 0,57 -4,32; 7,85
XRCC3*T241M 62,3 59,7 1,19 0,24 -1,70; 6,77
XRCC4*1134T 60,3 64,9 -1,21 0,23 -12,01; 2,88
XRCC4*IVST7-1G>A | 61,7 56,8 1,95 0,05 -0,072; 9,97
Unilat. RAD51¥135G>C 59,2 63,8 -1,57 0,12 -10,39; 1,20
XRCC2*R188H 60,2 57,0 1,07 0,29 -2,75; 9,23
XRCC3*T241M 62,0 58,8 1,52 0,13 -0,97; 7,39
XRCC4*1134T 59,7 61,3 -0,42 0,67 -9,17; 5,93
XRCC4*IVS7-1G>A | 60,7 57,4 1,43 0,16 -1,27; 7,85
Bilat./TU2+Unilat. | RAD51*135G>C 60,1 61,7 0,75 0,45 -2,59; 5,78
XRCC2*R188H 60,6 58,1 1,15 0,25 -1,77; 6,70
XRCC3*T241M 62,1 59,2 1,94 0,05 -0,04; 5,85
XRCC4*1134T 60,0 63,21 1,19 0,23 -2,07; 8,45
XRCC4*IVST7-1G>A | 61,2 57,1 2,42 0,02 0,76; 7,45

Tabelle 46: Genvarianten und deren Assoziation zum mittleren Alter bei Erstdiagnose
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Im Bilateral-Kollektiv war bei der Spleimutation XRCC4*IVS7-1G>A ein Unterschied
beziiglich des mittleren Alters bei Erstdiagnose des Ersttumors erkennbar. Hetero- und
homozygote Alleltrdgerinnen erkrankten im Vergleich zu Trigerinnen beider Wildtypallele
frither (p = 0,05). Dieser Unterschied war bei Diagnose des Zweitumors der bilateral
betroffenen Brustkrebspatientinnen ebenfalls erkennbar (p = 0,05); bei den unilateral
betroffenen Patientinnen zeigte sich ebenfalls ein geringfiigig jiingeres Alter bei Erstdiagnose
(p = 0,16). Im Vergleich aller Triagerinnen der SpleiBmutation XRCC4*IVS7-1G>A und
Trigerinnen beider Wildtypallele war dieser Altersunterschied noch deutlicher nachweisbar (p
=0,02). Ein Trend im Hinblick auf ein geringfiigig jiingeres Erkrankungsalter ergab sich auch
fiir alle Tragerinnen der Variante XRCC3*T214M im Vergleich zu Trigerinnen beider
Wildtypallele (p= 0,05). Bei den iibrigen untersuchten Genvarianten konnte kein
Zusammenhang zwischen dem Alter bei Erstdiagnose des Tumors und dem Genotyp

nachgewiesen werden.
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4.6.3.6 Familienanamnese

Es wurde ferner untersucht, ob bei Triagerinnen der entsprechenden Genvariante im Vergleich
zu Patientinnen mit beiden Wildtypallelen ein signifikanter Unterschied in Bezug auf eine
positive Familienanamnese nachzuweisen war. Als positive Familienanamnese wurde
gewertet, wenn mindestens eine Verwandte ersten oder zweiten Grades bereits an einem
Mammakarzinom erkrankt war. Zur Berechnung wurde der Pearson Chi-Quadrat-Test

gewdhlt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 47 dargestellt.

Kollektiv Genvariante Hetero-+Homozygot | Wildtyp Chi’ P
Familienanamnese Familienanamnese
neg pos neg pos
Bilat. RAD51¥135G>C 11 5 76 28 0,13 0,72
XRCC2*R188H 14 2 73 31 2,08 0,15
XRCC3*T241M 55 19 32 14 0,32 0,57
XRCC4*1134T 8 2 79 31 0,31 0,58
XRCC4*IVST7-1G>A 18 7 69 26 <0,01 | 0,95
Unilat. RAD51¥135G>C 11 5 76 28 0,13 0,72
XRCC2*R188H 12 3 75 30 0,48 0,49
XRCC3*T241M 54 26 33 7 3,01 0,08
XRCC4*1134T 5 4 82 29 1,40 0,24
XRCC4*IVST7-1G>A 18 12 69 21 3,13 0,08

Tabelle 47: Assoziation der Genvarianten zur Familienanamnese

Im Unilateral-Kollektiv war bei den Mutationen XRCC3*T241M und XRCC4*IVS7-1G>A
ein Trend hin zu einer positiven Familienanamnese fiir die Hetero- und Homozygoten
Alleltragerinnen auffillig (p = 0,08 und p = 0,08). Bei den bilateral betroffenen Patientinnen
zeigte sich dieser Trend fiir beide Varianten nicht. Ein signifikanter Unterschied beziiglich der
Haufigkeiten von positiver und negativer Familienanamnese bei hetero-und homozygoten
Alleltragerinnen im Vergleich zu Trigerinnen beider Wildtypallele konnte jedoch bei keiner

der untersuchten Genvarianten nachgewiesen werden.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der RAD51*135G>C-Promotorvariante

Ausgangspunkt der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen beziiglich der
Promotorvariante RADS51*135G>C waren Studien von Wang et al. (2001) und Levy-Lahad et
al. (2001). Wang et al. (2001) berichteten iiber die Identifizierung von zwei ,,single nucleotide
polymorphisms® (SNPs), RAD51*135G>C und RAD51*172G>T, in der Promotorregion des
Gens. Es wurde vermutet, dass beide Polymorphismen in einem Kopplungsungleichgewicht
zueinander stiinden. Die von mir durchgefiihrten Sequenzierungen bestdtigten diese
Vermutung, denn alle homozygoten Alleltréger fiir RAD51*135C waren ebenso homozygote
Alleltriager fir RAD51*172G.

Wang et al. (2001) wiesen bei 216 BRCA2-Mutationstdgerinnen eine signifikante Assoziation
der Variante RAD51*135G>C mit einem erhohten Brustkrebsrisiko nach (OR 3,2; 95 % KI
1,4-40; p = 0,01). Innerhalb einer Gruppe von 466 BRCAI- oder BRCA2-
Mutationstragerinnen war jedoch die Héaufigkeit des RAD57*135C-Allels nur leicht bei
Brustkrebspatientinnen gegeniiber der Kontrollgruppe erhdht (12 % vs. 10 %; p = 0,3).

Eine Studie von Levy-Lahad et al. (2001) bestétigte die Assoziation von RADS51*135C-
Alleltrdigern  bei  BRCAZ2-Mutationstragerinnen  (6174delT) mit einem erhdhten
Brustkrebsrisiko (HR 3,46; 95 % KI 1,3-9,2; p = 0,01). Bei BRCAI-Mutationstridgerinnen
(185delAG, 5382insC) konnte fir das RAD5I*135C-Allel kein Einfluss auf das
Brustkrebsrisko nachgewiesen werden. In einer spiteren Studie von Jakubowska et al. (2003)
wurde  vermutet, dass die Promotorvariante @ RAD51*135G>C bei BRCAI-
Mutationstragerinnen (5382insC) sogar einen protektiven Effekt auf die Entstehung von
Brustkrebs aufweise. Hierzu wurden 83 Paare von erkrankten und nicht erkrankten 5382insC-
Mutationstragerinnen untersucht. Das RADS57*135C-Allel konnte in 37 % (31 von 83) bei
nichterkrankten und in nur 17 % (14 von 83) der erkrankten 5382insC-Mutationstriger
nachgewiesen werden. In Betracht gezogen werden muss jedoch, dass die Allelfrequenz des
RAD51*135C-Allels auch innerhalb der polnischen Durchschnittsbevilkerung gegeniiber der
von Wang et al. (2001) untersuchten  Allelfrequenz  der  australischen
Durchschnittsbevolkerung erhoht ist (26 % vs. 12 %).

In meiner Doktorarbeit sollte untersucht werden, ob der RADS5-Polymorphismus 135G>C
unabhingig von dem BRCAI- oder BRCA2-Status das Brustkrebsrisiko des bilateralen und

unilateralen Mammakarzinoms beeinflusst.
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Es konnte kein signifikanter Unterschied beziiglich der Allelfrequenzen der Variante RADS51*
135G>C bei 120 bilateral und 120 unilateral betroffenen Brustkrebspatientinnen im Vergleich
zu einer Stichprobe aus der Durchschnittsbevolkerung nachgewiesen werden (siche Tabelle
38). Auffillig war jedoch die Tatsache, dass lediglich im Unilateral-Kollektiv vier
homozygote Alleltragerinnen identifiziert werden konnten, wihrend unter den bilateral
betroffenen Brustkrebspatientinnen und innerhalb des Kontrollkollektivs keine fiir das seltene
Allel homozygoten Genotypen nachgewiesen wurden. Eine Assoziation zu einem erhdhten
Brustkrebsrisiko konnte fiir das RADS51*135C-Allel nicht nachgewiesen werden (siche
Tabelle 39 und Tabelle 40).

Parallel zu meiner Arbeit untersuchten Studien von Blasiak et al. (2003) und Kadouri et al.
(2004) ebenfalls den Einfluss von RADS51*135G>C als eigenstindigen Faktor auf das
Brustkrebsrisiko. Blasiak et al. (2003) verglichen in einem kleinen Kollektiv mit 46
Brustkrebspatientinnen und 60 gesunden Frauen die Verteilung der Genotypen des
RADS51*135G>C Polymorphismus. Die Héufigkeit des RAD51*135C-Allels unterschied sich
bei den Brustkrebspatientinnen nicht signifikant von der Kontrollgruppe (42 vs. 43). Kadouri
et al. (2004) konnte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in der Haufigkeit des
RADS51*135C-Allels bei 155 Brustkrebspatientinnen und 142 gesunden Frauen nachweisen
(10,3 % vs. 11,3 %). Das geschitzte relative Risiko fiir Brustkrebs lag bei 0,97 (95 % KI
0,47-2,00 ; p = 0,94) und war nicht signifikant erhoht.

Eine grofle australische Fall-Kontroll-Studie mit ca. 1500 Brustkrebspatientinnen und einer
Kontrollgruppe mit ca. 800 gesunden Teilnehmerinnen von Webb et al. (2005) konnte die
bisherigen Ergebnisse bestitigen. Die Verteilung des RADS51*135C-Allels zeigte unter
Brustkrebspatientinnen und Teilnehmerinnen der Kontrollgruppe keinen signifikanten
Unterschied (p = 0,5). Aufgrund der niedrigen Genotypfrequenz von 0,3 % konnte ein
erhohtes Brustkrebsrisiko fiir homozygote Trigerinnen eines RADS5I*135C-Allels nicht
ausgeschlossen werden. Man vermutete jedoch, falls tatsdchlich eine Assoziation vorldge,
dass der RADS51*135C-Genotyp filir weniger als 0,3 % aller Brustkrebsfille eine kausale Rolle
spiele.

Die vorliegende Arbeit unterstiitzt die Ergebnisse von Blasiak et al. (2003), Kadouri et al.
(2004) und Webb et al. (2005). Demnach scheint die RADS5I-Promotorvariante 135G>C
unabhédngig vom BRCAI- oder BRCA2-Status das relative Brustkrebsrisiko nicht signifikant
zu erhohen.

Ferner wurde von mir untersucht, ob durch die RADS5I-Promotorvariante 135G>C ein

Einfluss auf den Lymphknotenstatus der bilateral oder unilateral erkrankten
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Brustkrebspatientinnen nachzuweisen war. Es konnte gezeigt werden, dass durch den
Polymorphismus RADS51*135G>C sowohl beim Erst- als auch beim Zweittumor kein
signifikanter Einfluss auf die Lymphknotenmetastasierung erzeugt wird (siche Tabelle 42).
Die Arbeit von Blasiak et al. (2003) ergab ebenfalls keine signifikante Héufung des
RADS5I1*135C-Allels bei Patientinnen mit positivem im Vergleich zu Patientinnen mit
negativem Lymphknotenstatus (23 vs. 19; p > 0,05).

Im Rahmen meiner Arbeit wurde weiterhin gepriift, ob innerhalb der untersuchten Kollektive
ein Einfluss des RADS571*135C-Allels auf das histologische Grading invasiv duktaler
Mammakarzinome nachweisbar sei. Diesbeziiglich konnte kein signifikanter Trend in
Richtung eines hoheren bzw. niedrigeren Gradings bei RADS571*135C- im Vergleich zu
RADS51*135G-Alleltrédgerinnen nachgewiesen werden (siche Tabelle 43). In der Arbeit von
Blasiak et al. (2003) variierten die Frequenzen des RADS51*135C-Allels verglichen mit denen
des RAD51*135G-Allels ebenfalls nicht signifikant beziiglich des histologischen Gradings in
einem kleinen Kollektiv mit 34 duktalen Mammakarzinomen (GRAD I: 0 vs. 2, GRAD II: 17
vs. 13, GRAD II: 20 vs. 16; p > 0,05).

Ferner wurde von mir gepriift, ob ein Einfluss des RAD57*135G>C-Polymorphismus auf das
mittlere Alter bei Erstdiagnose des Mammakarzinoms unabhingig vom Vorliegen einer
BRCA-Mutation bestiinde. Die Variante RAD57*135G>C stellte in den von mir untersuchten
Brustkrebskollektiven keinen signifikanten Einflussfaktor auf das mittlere Alter bei
Erstdiagnose des Brusttumors dar (siche Tabelle 46). Kadouri et al. (2004) beschiftigten sich
ebenfalls mit dem Einfluss des Polymorphismus RAD57*135G>C auf das mittlere Alter bei
Erstdiagnose und nachgewiesener BRCA2-Mutation. Es konnte gezeigt werden, dass
BRCA2/RADS 1*135C-Alleltrédgerinnen signifikant frither an Brustkrebs erkrankten verglichen
mit BRCA2/RADS5 1*135G-Alleltrdagerinnen [45 Jahre (95 % KI 36-54) vs. 52 Jahre (95 % KI
48-56); p = 0,05]. Levy-Lahad et al. untersuchten 2001 den Einfluss des RAD51*135C-Allels
auf das mittlere Alter bei Erstdiagnose eines Mammakarzinoms von BRCAI-
Mutationstragerinnen. Hierbei konnte kein signifikanter Einfluss auf das Alter bei
Erstdiagnose des Brustkrebs nachgewiesen werden. Der von Kadouri et al. (2004) erwiesene
Effekt des RAD51*135C-Allels scheint somit nur in Kombination mit einer BRCA2-Mutation
vorzuliegen. In den von mir untersuchten Kollektiven lag keine solche doppelte Heterozygotie
VOr.

Dariiber hinaus wurden von mir weitere klinischen Parametern wie das Tumorstadium, der
Fernmetastasenstatus und die Familienanamnese bei bilateral und unilateral betroffenen

Brustkrebspatientinnen in Bezug auf eine Assoziation mit der RADS5I*135G>C-
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Promotorvariante untersucht. Auch diesbeziiglich konnte kein modulierender Einfluss der
Variante nachgewiesen werden.

Zusammenfassend sollte festgehalten werden, dass im Rahmen dieser Arbeit und konform mit
den in den letzten Jahren verdffentlichten Ergebnissen zu diesem Thema kein signifikanter
Einfluss der RADS5 I-Promotorvariante 135G>C auf ein erhohtes Brustkrebsrisiko unabhéngig
vom BRCAI- oder BRCA2-Status nachgewiesen werden konnte. Eine Gen-Gen-Interaktion
mit der Folge eines erhohten Erkrankungsrisikos in Subgruppen von Patientinnen mit
bestimmten anderen Mutationen, wie z.B. in BRCA2 oder anderen Genen der homologen
Rekombinationsreparatur, ist damit jedoch nicht ausgeschlossen.

In meiner Arbeit konnte des Weiteren gezeigt werden, dass der Basenaustausch 135G>C in
der RADS I-Promotorregion zu einer ca. zwei- bis dreifach erhdhten Expression von RADS51
fihrt. Diese Uberexpression wurde auf cDNA-Ebene nachgewiesen, aber auch auf
Proteinebene beobachtet. In parallel durchgefiihrten Transfektionsanalysen konnten unsere
Kooperationspartner aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Stiirzbecher am Institut fiir
Pathologie der Medizinischen Universitdt Liibeck eine erhdhte RADS5 I-Genexpression fiir die
Variante RAD51*135G>C auch in vitro demonstrieren (Gerriets et al., 2003; Hasselbach et
al., 2005). Eine Untersuchung der RADS5I1-Uberexpression war auch Gegenstand
verschiedener immunhistochemischer Arbeiten der letzten Jahre. Maacke et al. (2000)
beschrieben eine Uberexpression von Wildtyp RAD51-Protein in Brustkrebstumorzellen
sowie eine signifikant positive Korrelation zwischen der RAD51-Uberexpression und einem
hoheren histologischen Grading. Raderschall et al. (1999) berichteten bereits, dass RADS1 als
Antwort auf DNA-Schiiden nukledire Foci um Einzelstrang-DNA bildet. In Ubereinstimmung
hiermit wiesen Maacke et al. (2000) die Uberexpression von RAD51 in den Nuklei der
Tumorzellen nach. Der Nachweis eines hoheren histologischen Grading in Korrelation mit der
Uberexpression von Wildtyp RADS51 fithrte zu der Annahme, dass RADS51 an der
Pathogenese des sporadischen Mammakarzinoms beteiligt ist. Die Uberexpression von
RADS51 wurde als Vorteil fiir die Tumorprogression gewertet, da RADS1 aufgrund seiner
Reparaturfunktion die DNA-Schidden auf einem tolerablen Level hielte und so die Apoptose
verhindert wiirde. Entsprechend nahm man an, dass RAD5/ auch als ein pradiktiver bzw.
prognostischer Faktor fiir das invasiv duktale Mammakarzinoms dienen konne. Eine Mutation
innerhalb der kodierenden Sequenz des Gens, welche die Uberexpression positiv beeinflusst,
wurde von Maacke et al. (2000) nicht nachgewiesen. Erst ein Jahr spiter wurde der
Polymorphismus RAD51*135G>C von Wang et al. (2001) und Levy-Lahad et al. (2001)

erstmals beschrieben. In einer Arbeit von Vispé et al., welche im Jahre 1998 erschien, wurden
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bereits die Auswirkungen der Uberexpression von RADS51 an Hamsterzellen untersucht. Die
gesteigerte Expression des RADS51-Proteins wurde mit einer hohen DNA-Reparaturkapazitit,
erhohten Rekombinationsraten und einer gesteigerten Widerstandsfahigkeit gegeniiber
ionisierender Strahlung assoziiert. Es wurde postuliert, dass bereits eine zwei- bis dreifache
Uberexpression  des  Proteins zu  einer  20-fachen  Steigerung  homologer
Rekombinationsvorgénge fiihre. Die gesteigerte Widerstandfdahigkeit gegentiber ionisierender
Strahlung wurde vor allem in der S/G2-Phase des Zellzyklus nachgewiesen. West et al.
zeigten 2003, dass die homologe Rekombinationsreparatur vor allem in der S- und G2-Phase
vorherrscht, welche die Ergebnisse von Vispé et al. (1998) in einen Zusammenhang setzt. Im
Gegensatz zu den von Vispé et al. (1998) veroffentlichten Ergebnissen lieferte eine Studie
von Kim et al. (2001) allerdings das Ergebnis, dass die Uberexpression von RAD51 die Rate
an Doppelstrangbruch-induzierter homologer Rekombination reduziert. Die {iberexprimierten
Proteine zeigten dabei vor allem einen negativen Effekt auf die Initialisierung der homologen
Rekombination. Hierbei wurde unter anderem angenommen, dass die Uberexpression von
RADS51 zu einer ungleichen Stochiometrie des Komplexes, welchen RADS51 mit den
paralogen Proteinen und BRCA2 bildet, fiihre und somit dessen Funktion gestort wiirde.
Raderschall et al. (2002a) und Richardson et al. (2004) vermuteten dariiber hinaus, dass eine
erhohte Expression von RADS51 in Tumorzellen durch die Stimulation einer unkontrollierten
Rekombination zu genetischer Instabilitit und damit assoziierter Tumorprogression fiihre.
Kim et al. (2001) und Richardson et al. (2004) nahmen bereits an, dass die unterschiedlichen
Ergebnisse beziiglich der RADS51-Uberexpression mdglicherweise aufgrund von
unterschiedlichen Expressions-Levels entstiinden. Raderschall et al. (2002b) zeigten eine
sechs- bis elffach gesteigerte Expression von RADS1 in Tumorzellen wohingegen Vispé et al.
(1998) nur von einer zwei- bis dreifachen Uberexpression berichteten.

In meiner Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Vorliegen der RADS5I*135G>C-
Promotorvariante zu einer zwei- bis dreifachen Uberexpression von RADS51 fiihrt. Sofern
dieses an Lymphozyten erhobene Ergebnis auf Brustdriisenepithel iibertragbar ist, konnte man
im Hinblick auf die von Vispé et al. (1998) gelieferten Ergebnisse noch keinen negativen
Effekt hinsichtlich DNA-Schiden vermuten. Bei BRCA2-Mangel wiirde sich das relative
RAD51-Uberangebot jedoch stark erhohen und die von Raderschall und Richardson

postulierte unkontrollierte Rekombination auslosen.
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5.2 Diskussion der Varianten XRCC2*R188H und XRCC3*T241M

Kuschel et al. (2002) untersuchten in einer groBen Fall-Kontroll-Studie mit bis zu 2205
Brustkrebspatientinnen und 1826 Kontrollen die Assoziation von 15 Polymorphismen in
siecben DNA-Reparaturgenen, unter anderem die Mutationen XRCC2*R188H und
XRCC3*T241M. Fiir die seltenen homozygoten XRCC2*188H-Alleltrdgerinnen wurde ein
erhohtes Brustkrebsrisiko vermutet (OR: 2,6; 95 % KI 1,0-6,7; p = 0,07). Fiir die Mutation
XRCC3*T241M beschrieben Kuschel et al. (2002) einen signifikanten Unterschied in der
Genotypverteilung bei Brustkrebspatientinnen und gesunden Kontrollpersonen (p = 0,02).
Dariiber hinaus konnte der homozygote XRCC3*241M-Genotyp mit einem signifikant
erhohten Brustkrebsrisiko assoziiert werden (OR 1,3; 95 % KI 1,1-1,6; p = <0,01). Das
Brustkrebsrisiko war bei den heterozygoten XRCC3*241M-Alleltrdgerinnen ebenfalls
grenzwertig erhoht (OR 1,1; 95 % KI 1,0-1,3; p = 0,05).

Auch Rafii et al. (2002) postulierten in einem Vergleich zwischen 521 Brustkrebspatientinnen
und 895 Frauen eines Kontrollkollektivs die Assoziation des seltenen Allels XRCC2*188H
mit einem grenzwertig signifikant erhohten Brustkrebsrisiko (OR: 1,3; 95 % K1 0,96-1,75).

In meiner hier vorliegenden Arbeit konnte entgegen diesen Berichten kein signifikanter
Unterschied der identifizierten Allelfrequenzen fiir die XRCC2*Mutation-R188H bei bilateral
oder unilateral erkrankten Brustkrebspatientinnen im Vergleich zur Durchschnittsbevolkerung
nachgewiesen werden (siche Tabelle 38). Das Ergebnis war unabhéngig von der Zahl der
XRCC2*188H-Allele. Eine Aussage iiber ein erhohtes Brustkrebsrisiko fiir die seltenen
homozygoten Triagerinnen des XRCC2*188H-Allels konnte nicht getroffen werden, da
lediglich eine Patientin mit Homozygotie fiir XRCC2*188H im Unilateral-Kollektiv
identifiziert wurde.

Fir die XRCC3-Mutation T241M konnte ich ebenfalls keinen signifikanten Unterschied
innerhalb der identifizierten Allelfrequenzen bei bilateral oder unilateral erkrankten
Brustkrebspatientinnen im Vergleich zu einer Stichprobe aus der Durchschnittsbevilkerung
nachweisen (siche Tabelle 38). Die XRCC3-Mutation T241M konnte unabhéngig von der
Zahl der vorliegenden 241M-Allele nicht mit einem erhdhten Brustkrebsrisiko assoziiert
werden (sieche Tabelle 39 bis Tabelle 41).

Allerdings waren die im Rahmen meiner Arbeit untersuchten Kollektive deutlich kleiner als
die untersuchten Fall-Kollektive von Kuschel et al. (2002) und Rafii et al. (2002). Es konnten
jedoch auch viele spdtere Arbeiten, die ehemals von Kuschel und Rafii beschriebenen

Ergebnisse nicht bestitigen.
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So wiesen Jacobsen et al. (2003) unter 426 Brustkrebspatientinnen und 424 weiblichen
Kontrollen weder fiir heterozygote noch fiir homozygote Tragerinnen der XRCC3-Mutation
T241M eine Assoziation mit einem erhdhten Brustkrebsrisiko nach (OR 1,01; 95 % 0,75-1,35
und OR 0,89; 95 % KI 0,59-1,35). Figueiredo et al. (2004) beschrieben ebenfalls in einer Fall-
Kontroll-Studie mit jeweils 402 Patientinnen und 402 Kontrollen allenfalls eine grenzwertig
positive Assoziation des homozygoten XRCC3*241M-Allels mit einem erhdhten
Brustkrebsrisiko (OR 1,44; 95 % KI: 0,94-2,19). Fiir den heterozygoten Genotyp konnte diese
Assoziation jedoch nicht nachgewiesen werden.

Beziiglich der obenbeschrieben Arbeiten hitte erwogen werden konnen, dass moglicherweise
die KollektivgroBe in der Studie von Kuschel et al. (2002) einen das Signifikansniveau
modulierenden Faktor darstellt. Untersuchungen an groBeren Kollektiven konnten jedoch
ebenfalls nicht die Vermutung einer Assoziation von XRCC2*R188H oder XRCC3*T241M
als Risikofaktor fiir eine Brustkrebsentstehung erhérten.

Han et al. (2004) untersuchten in einer ,,Nurse Health Study* mit 1004 Brustkrebsfillen und
1385 gesunden Frauen als Kontrollen die Assoziation beider Mutationen, XRCC2*R188H und
XRCC3*T241M, zu einem erhdhten Brustkrebsrisiko. Weder die Mutation R188H (OR fiir
188H-Heterozygotie: 1,11; 95 % KI 0,86-1,43; OR fiir 188H-Homozygotie: 1,46; 95 % KI
0,46-4,42) noch die Mutation T241M (OR fiir 241M-Heterozygotie: 0,87; 95 % KI 0,72-1,05;
OR fiir 241M-Homozygotie: 0,98; 95 % KI 0,75-1,28) waren signifikant mit der Entstehung
von Brustkrebs assoziiert. Han et al. (2004) fiihrt das von Kuschel et al. (2001) beobachtete
signifikant erhohte Brustkrebsrisiko fiir homozygote XRCC2*188H-Alleltrdgerinnen auf den
unterreprasentierten H/H-Genotyp innerhalb des Kontrollkollektivs zuriick. Demnach wurden
sechs Frauen mit H/H-Genotyp identifiziert. Nach der Hardy-Weinberg-Regel wiren jedoch
zehn bis elf homozygote Alleltrdgerinnen erwartet worden.

Auch die von Webb et al. (2005) veroffentlichte Fall-Kontroll-Studie mit ca. 1500
Brustkrebspatientinnen und einer aus ca. 800 Frauen bestehenden Kontrollgruppe zeigte in
der Verteilung der Varianten XRCC2*R188H und XRCC3*T241M bei Brustkrebspatientinnen
und der Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede (p = 0,8 und p = 0,6). Ferner konnte
fiir jedes verdnderte Allel im Vergleich zum Wildtyp bei beiden Varianten kein signifikant
erhohtes Brustkrebsrisiko nachgewiesen werden (XYRCC2: GA/AA vs. GG: OR 0,98; 95 % KI
0,76-1,26 und XRCC3: CT/TT vs. CC: OR 0,92; 95 % KI 0,77-1,10). Aufgrund der niedrigen
Genotypfrequenz wurde von den Autoren fiir homozygote Trdgerinnen der Variante
XRCC2*188H ein erhohtes Brustkrebsrisiko nicht vollstindig ausgeschlossen. Es wurde

allerdings angenommen, dass die seltene Variante XRCC2*188H in weniger als 0,4 % aller
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Brustkrebsfille eine kausale Rolle spiele. Fiir die homozygoten Trigerinnen der Variante
XRCC3*241M wurde ein allenfalls grenzwertig erhohtes Brustkrebsrisiko erwogen, welches
aufgrund der Allelfrequenz in ca. 1,9 % aller Brustkrebsfille eine Rolle spielen wiirde.

In einer kiirzlich verdffentlichten Meta-Analyse aller publizierten Ergebnisse aus euro-
kaukasischen Bevolkerungsgruppen mit tiber 10.000 Fillen und Kontrollen, welche auf die
Mutation XRCC3*T241M, und iiber 8.000 Fillen und Kontrolle, welche auf die Mutation
XRCC2*R188H getestet wurden, zeigt sich lediglich ein schwach erhdhtes Risiko fiir eine
Brustkrebsentstehung bei homozygoten Tragerinnen der Variante T241M (OR 1,16; 95 % KI
1,04-1,30). Fiir homozygote Trigerinnen der Variante R188H wurde ein kausaler
Zusammenhang beziiglich einer Brustkrebsentstehung ausgeschlossen (OR 1,06; 95 % KI
0,59-1,91) (Garcia-Closas et al., 2006).

Die Ergebnisse der vergangenen Jahre reflektieren, dass die in den Erstberichten
nachgewiesenen Assoziationen der Varianten XRCC2*R188H und XRCC3*T241M mit einem
erhohten Brustkrebsrisiko in den darauffolgenden Arbeiten nicht bestdtigt werden konnten.
Diese Situation spiegelt die falsch positive Natur der Erstberichte wieder, welche vermutlich
auf das Auftreten von systematischen Fehlern durch Anwendung der iiblichen
Signifikanzlevel zuriickzufiihren ist. Diese Falsch-Positiv-Rate der Ergebnisse kann durch die
Anwendung von hirteren Signifikanzkriterien gemindert werden (Tabor et al., 2002).
Dennoch muss man davon ausgehen, dass die Mehrzahl der Erstberichte von
Assoziationsstudien in Replikationsstudien nicht bestitigt werden konnen (Ioannidis et al.,
2006).

Daraus konnte gefolgert werden, dass es groferer Studienkollektive und hérterer
Signifikanzkriterien bedarf, um ein erhohtes Erkrankungsrisiko der beschriebenen Varianten
aufzudecken und zu bestitigen. Zu diesem Zweck wurde das ,,Breast Cancer Association
Consortium™ (BCAC) gegriindet, welches sich aus 18 verschiedenen internationalen
Arbeitsgruppen zusammensetzt. Auch die in meiner Doktorarbeit beschriebenen Ergebnisse
zu den Untersuchungen der Genvarianten XRCC2*R188H und XRCC3*T241M waren
integrierter Bestandteil der Arbeit des BCAC (Breast Cancer Association Consortiums, 2006).
Ziel dieser Zusammenarbeit war die kombinierte Analyse von 16 Genvarianten, welche
jeweils zuvor in mindestens drei Einzelstudien auf eine Assoziation mit der
Brustkrebsentstehung untersucht worden waren. Die Spannweite der Kollektive von
Brustkrebspatientinnen und gesunden Frauen einer Kontrollstichprobe reichte im Rahmen
dieser gemeinschaftlichen Arbeit von 12.000 bis 32.000. Hier soll im Folgenden nur auf die
Ergebnisse der gemeinsamen Analyse des BCAC beziiglich der Varianten XRCC2*R188H



- 118 -

und XRCC3*T241M eingegangen werden. Insgesamt zehn Studien beschéftigten sich mit der
XRCC2-Variante RI188H, iiber 14.000 Brustkrebspatientinnen und {iber 13.000
Kontrollprobandinnen wurden auf die Mutation hin untersucht. Ein erhohtes Brustkrebsrisiko
konnte weder fiir heterozygote noch fiir homozygote Trigerinnen der Mutation
XRCC2*R188H bestitigt werden (OR 0,95; 95 % KI 0,89-1,02 und OR 0,92; 95 % KI 0,69-
1,22). Des Weiteren konnte fiir heterozygote und homozygote Trigerinnen der Mutation
XRCC3*T241M keine klare Assoziation mit einem erhdhten Brustkrebsrisiko nachgewiesen
werden (OR 1,03; 95 % KI 0,98-1,09 und OR 1,08; 95 % KI 0,99-1,16). Angesichts der engen
Konfidenzintervalle in dieser umfangreichen Konsortiumsarbeit kann ein ,,gene-only“-Effekt
fiir die Varianten XRCC2*R188H und XRCC3*T241M wohl weitgehend ausgeschlossen
werden. Es bliebe dennoch die Moglichkeit, dass diese Varianten unter bestimmten
Umweltbedingungen oder in Gen-Gen-Interaktionen eine disponierende oder modulierende
Rolle spielen.

Ziel meiner Arbeit war es ebenfalls die Mutationen XRCC2*R188H und XRCC3*T241M auf
mogliche Assoziationen zu klinischen Parametern der Brustkrebserkrankung hin zu
untersuchen. Auch einige der oben erwdhnten Arbeiten untersuchten Zusammenhénge dieser
Mutationen auf bestimmte klinische Parameter, wie im Folgenden weiter erldutert werden
soll.

Die Mutationen XRCC2*R188H und XRCC3*T241M wurde von Kuschel et al. (2001)
innerhalb des Brustkrebspatientinnen-Kollektivs auch in Abhéngigkeit vom Lebensalter
untersucht. Die Verteilung der Genotypen des XRCC3*241M-Allels wies einen signifikanten
Unterschied bei Frauen unter 50 Jahren verglichen mit Frauen iiber 50 Jahren auf (p = <0,01),
welches zur Vermutung Anlass gab, dass das spezifische genetische Risiko vom Lebensalter
abhingig sei. Fiir das XRCC2*188H-Allel konnte ein solcher Unterschied nicht festgestellt
werden (p = 0,57).

In meiner Arbeit sollte daher gepriift werden, ob fir XRCC3*241M- sowie XRCC2*188H-
Alleltragerinnen und Trigerinnen der jeweiligen Wildtypallele ein Altersunterschied bei
Erstdiagnose des Mammakarzinoms bestand. Fiir Trigerinnen der Variante XRCC3*T241M
konnte ich allenfalls ein Trend im Hinblick auf ein fritheres Erkrankungsalter verglichen mit
Tragerinnen beider Wildtypallele zeigen (siche Tabelle 46). Fiir Trdgerinnen des
XRCC2*188H-Allels konnte ein solcher Altersunterschied verglichen mit Trégerinnen beider
Wildtypallele nicht nachgewiesen werden. Dies galt sowohl fiir den Ersttumor als auch den
Zweittumor bilateral betroffener Patientinnen ebenso wie fiir unilateral betroffene

Brustkrebspatientinnen (siche Tabelle 46).
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Webb et al. (2006) konnten beziiglich der Allelverteilung der Mutationen XRCC2*R188H und
XRCC3*T241M in verschiedenen Altersgruppen keine signifikanten Unterschiede
nachweisen. Die Analyse des BCAC ergab ebenfalls keine signifikante Verdnderung des
Brustkrebsrisikos bei  XRCC3*T241M- bzw. XRCC2*R188H-Mutationstrigerinnen fiir
unterschiedliche Altersgruppen (The Breast Cancer Association Consortium, 2006).

Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob bei XRCC2*188H- oder
XRCC3*241M-Alleltragerinnen signifikant haufiger eine positive Familienanamnese vorlag
als im Vergleich zu Trigerinnen beider Wildtypallele. Ein signifikanter Einfluss auf die
Familienanamnese konnte bei beiden Mutationen nicht nachgewiesen werden. Im Unilateral-
Kollektiv bestand allerdings fiir die Mutation XRCC3*T241M ein Trend hin zu einer
positiven Familienanamnese fiir die hetero- und homozygoten Trigerinnen des Methionin-
Allels; bei den bilateral betroffenen Brustkrebspatientinnen war dieser Trend jedoch nicht zu
verzeichnen (sieche Tabelle 47). Die Kollektive von Figueiredo et al. (2004) und Han et al.
(2004) wurde ebenfalls auf diesen Zusammenhang hin untersucht. Figueiredo et al. (2004)
konnten fiir das XRCC3*241M-Allel keinen signifikanten Zusammenhang mit einer positiven
Familienanamnese fiir Brustkrebs nachweisen (p = 0,82). Han et al.(2004) beobachteten kein
erhohtes Brustkrebsrisiko fiir Trager des XRCC2*188H-Allels oder des XRCC3*241M-Allels
in Kombination mit einer positiven Familienanamnese (OR 2,42; 95 % KI 1,43-4,09 und
OR1,47; 95 % KI 1,08-2,02). Die Analyse des BCAC bestitigte diesen Zusammenhang (The
Breast Cancer Association Consortium, 2006).

Bei der Frage nach einer Assoziation der Mutationen XRCC2*R188H und XRCC3*T241M
mit dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen fand ich im Rahmen meiner Arbeit fiir beide
Mutationen beim bilateralen Mammakarzinom entgegen den Erwartungen sogar Hinweise auf
einen moglichen protektiven Effekt (siche Tabelle 42). Da sich im Unilateral-Kollektiv ein
solcher Effekt nicht bestitigen liel, miisste weitergehend dahin untersucht werden, ob die
Mutationen XRCC2*R188H und XRCC3*T241M eventuell nur bei Auftreten eines bilateralen
Mammakarzinoms eine lymphogene Metastasierung verhindern wiirden; eine solche
Differenzierung ist allerdings schwer zu begriinden.

Ebenso wurde in meiner Arbeit ein inkonstanter, protektiver Einfluss der XRCC3*T241M-
Mutation auf das Tumorstadium nachgewiesen. Bilateral erkrankte Patientinnen hatten bei
Erstdiagnose des Zweittumors und gleichzeitigem Vorliegen der Mutation XRCC3*T241M
ein nahezu signifikant niedrigeres Tumorstadium als Trigerinnen beider Wildtypallele. Fiir
den Ersttumor und bei unilateral betroffenen Patientinnen war ein solcher Effekt jedoch nicht

nachweisbar (siche Tabelle 44).
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Einen deutlichen Trend lieferte die Frage nach einem Einfluss der XRCC2-Mutation R188H
auf die Haufigkeit einer Fernmetastasierung des unilateralen Mammakarzinoms.
Mutationstragerinnen waren hdufiger von Fernmetastasen betroffen als Nicht-
Mutationstragerinnen. Bei bilateral auftretenden Tumoren war dieser Effekt allerdings nicht
zu verzeichnen (siehe Tabelle 45).

Folgeuntersuchungen miissten nun zeigen, ob diese eher giinstigeren Effekte der Varianten
XRCC2*R188H und XRCC3*T241M auf das bilaterale Mammakarzinom und der eher
aggressivere Effekt auf das unilaterale Mammakarzinom replizierbar sind. Die Interpretation
wird erschwert durch die Tatsache, dass die Trends oft nur in cinem der beiden
Untersuchungskollektive aufgefallen sind. Erwdhnt werden sollte ferner, dass die klinischen
Daten vor allem fiir das Unilateral- Kollektiv zum Teil nur unvollstindig zusammengetragen
werden konnten, was das Risiko fiir systematischen Fehler erhoht. Eine prospektive Studie
wire notwendig, um diese Risiken zu verringern und die Ergebnisse zu replizieren.
AbschlieBend kann festgehalten werden, dass nach neuesten Erkenntnissen und entgegen den
Erstberichten die beiden untersuchten Mutationen XRCC2*R188H und XRCC3*T241M keine
zentrale Rolle in der Brustkrebsentstehung einzunehmen scheinen. Die hier vorliegende
Arbeit konnte im Rahmen einer gemeinschaftlichen internationalen Studie einen Beitrag zu

diesem Ergebnis leisten.
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5.3 Diskussion der XRCC4 Mutationen 1134T und IVS7-1G>A

Die XRCC4-Mutationen 134T und IVS7-1G>A wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit neu
identifiziert. Zum Zeitpunkt der Identifizierung und des Screenings dieser Mutationen in den
Brustkrebskollektiven lag keine mir bekannte Literatur vor, die diese Mutationen beschrieb.
Die Missense-Mutation 1134T im Exon 4 des XRCC4-Gens entsteht durch Transition von
Thymin zu Cytosin am 401. Nukleotid der kodierenden Sequenz. Dadurch wird anstelle von
Isoleucin Threonin in die Polypeptidkette des wachsenden XRCC4-Proteins eingebaut. Die
Transition von Guanin zu Adenin am letzten Nukleotid des Intron 7 des XRCC4-Gens hat
nach meinen Untersuchungen ein alternatives Spleilen zur Folge. Dieses alternative Spleilien
fithrt exklusiv zur Nutzung einer anderen Spleifistelle bei Vorliegen der Mutation. Hierbei
wird entgegen der herkdmmlichen Spleiistelle, die durch die Mutation IVS7-1G>A nicht
mehr als solche erkannt wird, ein Guanin genau sechs Basen weiter in der kodierenden
Sequenz des Exon 8 als Akzeptorspleifistelle erkannt. Als Konsequenz des alternativen
Spleilens kommt es zum Verlust der Aminosduren Arginin und Serin auf Position 298 und
299; des Weiteren wird Asparagin an Position 300 durch Lysin substituiert.

Das XRCC4-Gen nimmt eine wichtige Rolle im NHEJ-Reparaturweg bei DNA-
Doppelstrangbriichen ein. Mit dem Screening der Brustkrebskollektive und der Stichprobe
aus der Durchschnittsbevolkerung auf die Mutationen 1134T und IVS7-1G>A hin sollte
untersucht werden, ob diese XRCC4-Mutationen moglicherweise die Brustkrebsentstehung
beeinflussen.

Es wurde gezeigt, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den identifizierten
Allelfrequenzen der XRCC4-Mutationen 1134T und IVS7-1G>A im Bilateral- und Unilateral-
Kollektiv sowie der Stichprobe aus der Durchschnittsbevolkerung vorlag (siehe Tabelle 38).
Es konnte allenfalls ein Trend beziiglich eines erhdhten unilateralen Brustkrebsrisikos bei
Tragerinnen der Mutation XRCC4*IVS7-1G>A von mir nachgewiesen werden (siche Tabelle
39). Auffillig war jedoch, dass die einzigen identifizierten homozygoten Alleltragerinnen der
Spleifmutation  IVS7-1G>A  drei  bilateral und zwei  unilateral  erkrankte
Brustkrebspatientinnen waren. In der Kontrollgruppe aus der Durchschnittsbevilkerung
konnte kein homozygoter Alleltrager fiir die SpleiBmutation identifiziert werden. Dieser
Befund ist derzeit Gegenstand weiterer Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, welche auf
drei grof3e Kollektive mit iiber 2500 Patientinnen ausgeweitet worden sind.

Bei Tréagerinnen der Variante XRCC4*1134T konnte kein erhdhtes Brustkrebsrisiko

nachgewiesen werden (Tabelle 39 und Tabelle 40). Fiir die seltene Homozygotie
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XRCC4*134T konnte die Fragestellung nach einem erhohten Brustkrebsrisiko nicht
beantwortet werden, da nur eine homozygote XRCC4*134T-Alletrdgerin im Unilateral-
Kollektiv identifiziert werden konnte. Gegebenenfalls konnte diese Fragestellung innerhalb
der Arbeitsgruppe in einem groBeren Kollektiv erneut tiberpriift werden.

AuBlerdem wurde im Rahmen meiner Arbeit untersucht, ob fiir die beiden neu identifizierten
XRCC4-Mutationen  Assoziationen zu bestimmten klinischen Charakteristika der
Brustkrebserkrankung nachweisbar waren.

Es konnte weder fiir die Mutation XRCC4*1134T noch fiir die Mutation XRCC4*IVS7-1G>A
eine Assoziation mit einer lymphatischen Metastasierung bei bilateralem oder unilateralem
Mammakarzinom nachgewiesen werden (siche Tabelle 42).

Ein Einfluss der Mutationen XRCC4*1134T und XRCC4*IVS7-1G>A auf das Tumorstadium
konnte nicht nachgewiesen werden (siche Tabelle 44). Ferner ergab sich kein Einfluss dieser
Genvarianten auf das Grading invasiv duktaler Tumoren (siche Tabelle 43).

Sehr auffillig war jedoch die Assoziation der XRCC4-SpleiBmutation mit dem Vorliegen
einer Fernmetastasierung. Unter den unilateralen Mammakarzinompatientinnen trat bei
mindestens einem verdnderten Allel fiir die Mutation auffallend héufiger eine
Fernmetastasierung auf als bei Patientinnen mit beiden Wildtypallelen (siche Tabelle 45).
Auch bei den bilateralen Brustkrebspatientinnen mit mindestens einem XRCC4*IVS7-1A-
Allel lag ein solcher Trend in Richtung Fernmetastasierung vor. In einer ,,follow-up*“-Studie
sollen nun die medianen Uberlebenszeiten von Trigerinnen und Nichttriigerinnen der
Spleifmutation verglichen werden.

Ebenfalls zeigte sich ein deutlicher Altersunterschied zwischen bilateral erkrankten
Brustkrebspatientinnen mit mindestens einem XRCC4*IVS7-1A-Allel und solchen mit zwei
Wildtypallelen. Erstgenannte waren deutlich frither am Ersttumor erkrankt, beim Auftreten
des Zweittumors war dieser Altersunterschied ebenfalls sichtbar. Bei unilateral erkrankten
Brustkrebspatientinnen war dieser Altersunterschied weniger stark ausgepridgt. Beim
Vergleich aller Triagerinnen der Variante im Vergleich zu Nicht-Tragerinnen konnte dieser
Altersunterschied noch deutlicher gezeigt werden (siehe Tabelle 46).

Ferner wurde bei hetero- oder homozygoten Alleltrdgerinnen der SpleiBmutation IVS7-1G>A
bei unilateral betroffenen Brustkrebspatientinnen ein Trend im Hinblick auf eine positive
Familienanamnese nachgewiesen (siche Tabelle 47). Bei bilateral betroffenen Patientinnen
war dieser Trend allerdings nicht erkennbar.

In einer kiirzlich verdffentlichten Arbeit von Allen-Brady et al. (2006) wurde die Rolle von
vier anderen Einzelnukleotidpolymorphismen (X1-X4) im XRCC4-Gen in Hinblick auf ein
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erhohtes Brustkrebsrisiko sowie im Hinblick auf das Alter bei Erstdiagnose untersucht. Die
Untersuchungen wurden an ca. 460 Brustkrebspatientinnen, welche weder auf eine BRCA -
oder BRCA2-Mutation positiv getestet worden waren, und ca. 570 gesunden
Kontrollprobandinnen durchgefiihrt. Die vier Einzelnukleotidpolymorphismen im XRCC4-
Gen waren bereits in einer im Jahre 2005 verdffentlichten Arbeit von Allen Brady et al.
identifiziert worden. Die dort beschriebenen Polymorphismen befinden sich in Intron-
Abschnitten des XRCC4-Gens. Im wesentlichen wurden in dieser Arbeit kombinierte
Analysen der vier ermittelten Polymorphismen des XRCC4-Gens in Form von Haplotyp-
Analysen getitigt. Es wurde eine signifikante Assoziation zum Alter bei Erstdiagnose
nachgewiesen; der vier-locus-Haplotyp A-G-T-G wurde mit einem spéteren Alter bei
Erstdiagnose des Mammakarzinoms assoziiert (67 vs. 55 Jahre; p= 0,001). Der vier-locus-
Haplotyp G-A-T-T zeigte hingegen einen Trend hin zu einem jiingeren Alter bei Erstdiagnose
(54 vs. 56 Jahre; p=0,0085). Zwei zwei-locus-Haplotypen fiir die Einzelnukleotid-
polymorphismen X1 und X2 lieferten auffillige Ergebnisse im Hinblick auf das Brustkrebs-
Risiko. Der Haplotyp G-G wurde mit einem erniedrigten Brustkrebsrisiko assoziiert (OR
0,57; 95 % KI 0,36-0,90; p= 0,014), wihrend der Haplotyp G-A mit einem erhohten
Brustkrebsrisiko in Verbindung gebracht wurde (OR 1,30; 95 % KI 1,02-1,67; p=0,033).
Ebenso wurde bereits in einer 2003 von Fu et al. verdffentlichten Arbeit ein signifikanter
Unterschied in der Genotypverteilung eines weiteren intronstdndigen Polymorphismus des
XRCC4-Gens bei Brustkrebspatientinnen entdeckt (p = 0,02). Dieser Polymorphismus wurde
mit einem erhdhten Brustkrebsrisiko in Verbindung gebracht.

Allen Brady et al. (2006) vermuteten, konform mit den von Fu et. al. (2003) gelieferten
Ergebnissen, dass XRCC4 eine Rolle in der Brustkrebsentstehung einzunehmen scheint.
Dariiber hinaus ziehen Allen Brady et al. in Erwégung, dass das Erkrankungsalter durch
XRCC4 modifiziert werden konnte.

Garcia-Closas et al. (2006) berichteten kiirzlich in einer amerikanischen Fall-Kontroll-Studie
erstmals, soweit mir bekannt, iiber die in der vorliegenden Arbeit untersuchte XRCC4-
SpleiBmutation. Interessanterweise wird hier der Basenaustausch als IVS7-1A>G
beschrieben. Entgegengesetzt meiner Arbeit bezeichneten Garcia-Closas den Genotyp AA als
Wildtyp. Moglicherweise liegen diesbeziiglich populationsbedingte Unterschiede in der
Genotypverteilung vor. Diese Annahme wird ebenfalls gestiitzt durch neue Eintrdge in die
SNP-Datenbank. Die Substitution IVS7-1A>G ist hier seit einiger Zeit unter dem ,,SNP-ID*
rs 1805377 gelistet. GemiB der SNP-Datenbank herrscht der Genotyp GG in der kaukasichen

Bevolkerung vor, wohingegen in asiatischen und afrikanischen Bevolkerungsgruppen der
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Genotyp AA dominiert. Dies entspricht auch Befunden unserer Arbeitsgruppe an
verschiedenen Bevolkerungen im eurasischen Raum. Kontrovers zu den Eintrdgen in der
SNP-Datenbank beschrieben Garcia-Closas et al. (2006) den Genotyp AA als Wildtyp in der
kaukasisch-stimmigen amerikanischen Bevdlkerung. Fiir die in ihrer Arbeit beschriebene
Mutation IVS7-1A>G konnte zwar keine signifikante Assoziation zu einem erhohten
Brustkrebsrisiko nachgewiesen werden. In einer aktuellen Folgearbeit beschreibt die gleiche
Arbeitsgruppe allerdings eine signifikante Assoziation des IVS7-1A>G Allels mit dem
Auftreten von Blasenkarzinomen (Figueroa et al., 2007).

In meiner hier vorliegenden Arbeit konnte hinsichtlich der SpleiBmutation IVS7-1G>A kein
direkter Zusammenhang mit einer Brustkrebsentstehung belegt werden. Seltene homozygote
Tragerinnen dieser Variante wurden jedoch nur bei Brustkrebspatientinnen identifiziert,
welches auch im Hinblick auf die von Allen Brady et al. (2006) und Fu et al. (2003)
geduferten Vermutungen, XRCC4-Mutationen wiirden die Brustkrebsentstehung beeinflussen,
zu weiteren Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe Anlass gab. Diese Vermutung stiitzend
konnte ich fiir XRCC4*IVS7-1A-Alleltrdgerinnen ein Trend beziiglich eines jiingeren Alters
bei Diagnose des Erst- und Zweittumors bilateraler Mammakarzinome belegen. Ferner konnte
ein begiinstigender Einfluss der SpleiBmutation IVS7-1G>A auf eine Fernmetastasierung
nachgewiesen werden. Die vorliegende Arbeit ergénzt somit die bereits publizierten
Ergebnisse dahingehend, dass der XRCC4-Spleimutation IVS7-1G>A mutmaBlich eine
Rolle in der Brustkrebsentstehung und dem Krankheitsverlauf eingerdaumt wird.

Eine Studie von Matsumoto et al. (2000), welche sich mit der Phosphorylierung des XRCC4-
Proteins befasst, war Ausgangspunkt der im Rahmen meiner Arbeit zu diesem Thema
durchgefiihrten Untersuchungen. Von Matsumoto et al. (2000) wurde ein als p60 bezeichnetes
Protein als die durch DNA-PKcs phosphorylierte Form von XRCC4 identifiziert, da sie in
DNA-PKcs defizienten Zelllinien nicht nachweisbar und dariiber hinaus auf Phosphatase
sensibel war. In AT (Ataxia teleangiectatica)-Zelllinien konnte p60 nach Einwirkung von
ionisierender Strahlung detektiert werden. Die Autoren vermuteten somit, dass die
Phosphorylierung von XRCC4 nicht durch ATM katalysiert wird. In Ubereinstimmung mit
Matsumoto et al. (2000) konnte die strahleninduzierte Phosphorylierung von XRCC4 auch in
den von mir durchgefiihrten Untersuchungen iiber einen Mobilititsunterschied
elektrophoretisch nachgewiesen werden. Es wurden auch Zelllinien von Patienten mit
Homozygotie fiir die SpleiBmutation IVS7-1G>A auf die strahleninduzierte Phosphorylierung
hin untersucht. Hier war die Phosphorylierung ebenso wie bei der Wildtyp-Kontrollprobe als
p60-Bande nachweisbar. Die SpleiBmutation IVS7-1G>A scheint somit keinen Einfluss auf
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die strahleninduzierte Phosphorylierung zu haben. Lee et al. (2004) und Yu et al. (2003)
belegten bereits, dass die DNA-PKcs abhingige XRCC4-Phosphorylierung vor allem an den
Serin-Aminosdureresten 260 und 318 erfolgt. Durch die Mutation XRCC4*IVS7-1G>A
kommt es zum Verlust der Aminosduren Arginin und Serin auf Position 298 und 299 sowie
zur Substitution von Asparagin an Position 300 durch Lysin. Die Aminoséuren 260 und 318
werden durch die Mutation nicht verdndert, so dass dies eine mdgliche Erkldrung sein kann.
Als Vergleichszelllinie mit Homozygotie fir XRCC4*IVS7-1G wurde unter anderem auch
eine Zelllinie mit ATM-Mutation eingesetzt. Auch bei dieser AT-Zellinie wurde die
Phosphorylierung des XRCC4-Proteins als p60 Bande nachgewiesen, so dass auch hier in
Anlehnung an die Ergebnisse von Matsumoto et al. (2000) ein Hinweis dafiir vorliegen
konnte, dass XRCC4 ATM-unabhingig phosphoryliert werden kann. Allerdings wurde die
phosphorylierte Form in der AT-Linie im Vergleich zu den anderen Zelllinien schwicher
detektiert (siche Abbildung 23). Die Frage, inwieweit ATM an der XRCC4-Phosphorylierung
beteiligt ist, wird von unserer Arbeitsgruppe derzeit weiter verfolgt.

Lee et al. (2004) berichteten, dass ein Aminosiureaustausch an den Positionen 260 und 318
von Serin nach Alanin keine Auswirkung auf die ,,end-joining*“-Aktivitit von XRCC4 hat.
Der durch DNA-PKcs vermittelten Phosphorylierung von XRCC4 wurde somit insgesamt
eher eine indirekte Kontrollfunktion des NHEJ zugeschrieben. In einer kiirzlich erschienen
Arbeit von Yurchenko et al. (2006) wird iiber eine Modifikation von XRCC4 im Anschluss an
seine Translation durch ein als SUMO bezeichnetetes Peptid berichtet. Das Anhédngen dieses
Peptides an Lysin 210 von XRCC4 wird auch als SUMO-ylierung bezeichnet. Das SUMO-
ylierte Protein weist gemal Yurchenko eine Grofle von ca. 95 kDa auf, zusétzlich wurde des
Weiteren ein koprezipitierendes Protein bei 90 kDa nachgewiesen. Yurchenko et al. (2006)
wiesen bei Zellen mit mangelnder SUMO-ylierung des XRCC4-Proteins eine erhdhte
Strahlensensibilitit nach. Mit der erhohten Strahlensensibilitdt wurde gleichzeitig eine
fehlende Mobilisierung des XRCC4-Proteins in den Zellkern bei der DNA-
Doppelstrangbruchreparatur detektiert.

Auch in den von mir durchgefiihrten Western Blots wurden Banden im Bereich 90-95 kDa
detektiert. Zusitzlich wurden bislang unbekannte Banden im Bereich von ca. 75 kDa
detektiert (siche Abbildung 23). Die Frage nach einem Zusammenhang dieser
immunreaktiven Nebenbanden mit einer SUMO-ylierung wird aktuell von unserer
Arbeitsgruppe weiterverfolgt.

Da durch die Spleimutation IVS7-1G>A ein neuer Lysin-Rest an Position 300 des XRCC4-

Proteins entsteht, und damit ein sogenanntes KEN-Motiv, konnte im Weiteren untersucht
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werden, ob hierdurch auch eine Modifikation durch Ubiquitinierung und/oder SUMO-
ylierung erzeugt wird. Die in meiner Arbeit erzielten Ergebnisse bieten also Anlass fiir
weitere Assoziationsstudien und funktionelle Untersuchungen zur Kldrung der Rolle des

XRCC4-Proteins beim Mammakarzinom.
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6 Zusammenfassung

Das Mammakarzinom gehort zu den héufigsten malignen Erkrankungen der Frau. Eine
multifaktorielle Genese ist aufgrund der unterschiedlichen Risikofaktoren, welche fiir eine
Brustkrebserkrankung disponieren, wahrscheinlich. Man vermutet, dass die meisten
Brustkrebsfille eine genetisch disponierte Komponente aufweisen. In ca. 2-8 % aller
Brustkrebsfille liegt eine bilaterale Erkrankung vor. Dieser wird eine Indikatorfunktion fiir
das Vorliegen einer genetischen Prédisposition eingerdumt. Neben den bislang bekannten
Mutationen der Gene BRCAI und BRCA2, welche mit einen Grofiteil der familidren
Mammakarzinomfille assoziiert sind, wird derzeit nach weiteren Varianten in DNA-
Reparaturgenen gesucht, welche ebenfalls eine Rolle in der Brustkrebsentstehung einnehmen
konnten.

In meiner Doktorarbeit wurde die Privalenz haufiger bereits bekannter Polymorphismen der
DNA-Reparaturgene RADS51, XRCC2 und XRCC3 bei Patientinnen mit bilateralem sowie
unilateralem Mammakarzinom und der Durchschnittsbevolkerung verglichen. Die gewéhlten
Gene spielen wie BRCA2 eine zentrale Rolle in der homologen Rekombinationsreparatur. Fiir
die Assoziationsstudie wurden zwei paarweise abgeglichene Kollektive von 120 bilateral und
120 unilateral betroffenen Patientinnen erstellt. 120 freiwillige Blutspender aus der
Durchschnittsbevdlkerung dienten als Vergleichskollektiv.

Die von mir mittels restriktionsenzymatischer Spaltung untersuchten Allelfrequenzen der
Varianten RAD51*135G>C, XRCC2*R188H und XRCC3*T241M unterschieden sich bei
bilateral oder unilateral betroffenen Brustkrebspatientinnen nicht signifikant von denen des
Vergleichskollektivs. Ferner konnte in meinen Untersuchungskollektiven kein signifikanter
Einfluss dieser Genvarianten auf den klinischen Verlauf der Erkrankung nachgewiesen
werden. Meine Ergebnisse fiir die Varianten XRCC2*R188H und XRCC3*T241M lieferten
diesbeziiglich einen Beitrag zu einer gemeinschaftlichen internationalen Studie des Breast
Cancer Association Consortium.

Eine initiale Vermutung, die Promotorvariante RADS5/*135G>C konnte iiberproportional
héufiger bei médnnlichen Brustkrebspatienten vertreten sein, wurde in einer Folgestudie nicht
erhirtet. In weiterfilhrenden Untersuchungen konnte ich allerdings auf cDNA-Ebene
nachweisen und auf Proteinebene bestétigen, dass der Polymorphismus RADS57*135G>C zu
einer zwei- bis dreifach erhohten Expression von RADS1 fiihrt und damit funktionelle

Relevanz haben diirfte.
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Im zweiten Teil meiner Arbeit befasste ich mich mit dem XRCC4-Gen, einem zentralen
Mediator des ,,non-homologous end-joining““-Reparaturweges. Durch Direktsequenzierungen
wurden zwei neue Genvarianten von mir identifiziert und im Anschluss geeignete
Testverfahren etabliert. In weiteren Untersuchungen auf cDNA-Ebene konnte fiir die
Mutation XRCC4*IVS7-1G>A ein alternatives Spleilen nachgewiesen werden, welches den
Verlust von zwei Aminosduren sowie eine Aminosduresubstitution zur Folge hat. Meine
Untersuchungen auf Proteinebene ergaben, dass die SpleiBmutation IVS7-1G>A das
Expressionsniveau sowie die strahleninduzierte Phosphorylierung von XRCC4 nicht messbar
beeinflusst. Die Allelfrequenzen der Mutationen XRCC4*1134T und XRCC4*IVS7-1G>A
unterschieden sich nach meinen Untersuchungen nicht signifikant zwischen
Brustkrebspatientinnen und der Durchschnittsbevolkerung. Homozygote Alleltragerinnen fiir
XRCC4*IVS7-1A wurden jedoch nur bei Brustkrebspatientinnen identifiziert. Fiir
Tragerinnen dieser Mutation scheint nach meinen Untersuchungen ferner ein Zusammenhang
mit einem frilheren Erkrankungsalter und mit einer hdufigeren Fernmetastasierung zu
bestehen, so dass fiir die SpleiBmutation XRCC4*IVS7-1G>A eine Rolle in der
Brustkrebsentstehung vermutet werden kann und diese mdglicherweise auch den Verlauf der
Erkrankung beeinflussen kann. Meine erhobenen Befunde beziiglich der Variante
XRCC4*IVS7-1G>A werden nun in groBeren Fallstudien innerhalb unserer Arbeitsgruppe
gepriift.
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8 Anhang

8.1 Ubersicht Bilateral- und Unilateral-Kollektiv

Kollektiv der
bilateral
betroffenen
Patientinnen

Vergleichs-
kollektiv
unilateral
betroffener
Patientinnen

Kollektiv der
bilateral
betroffenen
Patientinnen

Vergleichs-
kollektiv
unilateral
betroffener
Patientinnen

Kollektiv der
bilateral
betroffenen
Patientinnen

Vergleichs-
kollektiv
unilateral
betroffener
Patientinnen

B-Nummer A-Nr. B-Nummer A-Nr. B-Nummer A-Nr.
1 357 48 102 94 15
2 514 49 231 95 168
3 192 50 459 96 173
5 14 51 301 97 38
6 229 52 105 98 151
8 101 54 316 100 142
9 1 56 1208 101 313
11 174 57 241 102 221
12 153 58 133 103 320
14 135 59 165 104 122
15 140 60 187 105 394
16 220 61 166 106 213
17 210 62 311 107 178
18 225 63 175 108 125
19 131 64 158 109 1207

20 170 65 27 110 190
21 164 66 159 111 2
23 366 67 216 112 134
24 205 69 230 113 30
25 181 70 35 114 376
26 104 71 172 115 398
28 19 72 208 116 18
29 149 73 148 117 228
30 206 74 154 118 687
31 37 76 222 119 195
32 167 77 8 120 359
33 204 78 33 121 11
34 31 79 162 122 199
35 218 80 191 123 163
36 119 82 247 124 503
37 194 83 176 125 497
38 217 84 10 126 772
39 242 85 124 128 448
40 5 86 34 129 433
42 147 87 152 131 143
43 240 88 161 132 510
44 121 89 196 133 460
45 212 90 562 134 543
46 150 91 169 136 440
47 54 93 238 137 393

Tabelle 48: Abgleich bilaterales und unilaterales Brustkrebskollektiv
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8.2 Verzeichnis der verwendeten Abkirzungen

abs.
As
APS
AT
bidest.
Bilat.
bp
BSA
BSS
bzw.
°C

ca.
CaCl,
cDNA
Cl

cm

CO,

dATP
dCTP
DEPC
dGTP
d.h.
DMSO
DNA
dNTP
DSB
dsDNA
DTT
dTTP
EDTA
EGTA

evtl.

absolut

Aminoséure(n)

Ammoniumpersulfat

Ataxia teleangiectatica, synonym Louis-Bar-Syndrom
bidestilliert

Bilateral

Basenpaare

bovines Serumalbumin

balanced salt solution, physiologische Elektrolytlosung
beziehungsweise

Grad Celsius

circa

Calciumchlorid

,complementary DNA*, komplementire DNA
Chlorid

Zentimeter

Kohlendioxid

rechtsdrehend (z.B. Glucose)
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
Diethylpyrocarbonat
Desoxyguanosintriphosphat

das heif3t

Dimethylsulfoxid

»desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Doppelstrangbruch

Doppelstrang-DNA

Dithiothreitol

Desoxythymintriphosphat
Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglycoltetraacetat

eventuell
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FKS

ggf.
GTC

GTS
Gy
h
H,0

HCI
histol.
HPLC
HPLC-Wasser
HR
HRP
inkl.

k-

kb

KCl
kDa
KHCO;3
KH,PO4
LD

<

mAK
MeOH
MeSH
MgCl,
min

Ml’lC12

Foetales Kédlberserum
Gramm

Erdbeschleunigung
gegebenenfalls
Guanidiniumthiocyanat
Glycin-Tris-SDS

Gray

Stunde(n)

Wasser

Leerwert

Salzsdure

histologisch

,»high performance liquid chromatography*
hoch aufgereinigtes Wasser, das flir die HPLC geeignet ist
homologer Rekombinationsreparaturweg
Meerrettich-Peroxidase
inklusive

kilo-

Kilobasen

Kaliumchlorid

Kilodalton
Kaliumhydrogencarbonat
Kaliumdihydrogenphosphat
Liter

linksdrehend (z.B. Glukose)
Meter

molar

milli-

monoklonaler Antikérper
Methanol

Mercaptoethanol
Magnesiumchlorid
Minute(n)

Manganchlorid
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-
n-

NaCl
Na,COs
NaEDTA
NaF
NaHCO;
Na,HPO4
NBS
NBSLD
NH,4C1
NHEJ
NP-40

PBS
PCR
pH

PMSF
RNA
Rnase
rpm
SDS
sec
STE
TBE
TE
TEMED
Tris

TU

mikro-

nano-

Natriumchlorid
Natriumcarbonat
Natrium-EDTA
Natriumfluorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphospat
Nijmegen Breakage Syndrom
,,NBS-like disease*

Ammoniumchlorid

,»INon homologous end-joining*, illegitime Rekombinationsreparatur

Nonidet P-40

Nummer

pico-

Polyacrylamidgelelektrophorese

polyklonaler Antikodrper

,phosphate buffered saline*, mit Phosphat gepufferte Salzsiure
,»polymerase chain reaction, Polymerase Kettenreaktion
pondus  hydrogenii, negativ dekadischer Logarithmus der
Ionenkonzentration

Phenylmethylsulfonylfluorid

,ribonucleic acid”, Ribonukleinsiure

Ribonuklease

,rounds per minute”, Rotationen pro Minute
Natriumdodecylsulfat, Natriumlaurylsulfat

Sekunden

Sodium-Tris-EDTA

Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tris-EDTA-Puffer

N, N, N’, N’-Tetramethyldiamin

Trishydroxyethylamin

Tumor

,.unit, Einheit
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i.N.
Unilat.
uv

v

v/v
Vol.
z.B.

iber Nacht

Unilateral

Ultraviolett

Volt

Volumeneinheit pro Volumeneinheit
Volumen

zum Beispiel
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