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1. Einleitung und Fragestellung

Frauen mit pathogenen Keimbahnmutationender T umorsuppressorgene BRCA1 und BRCA2 gelten
als Hochrisikopatientinnen, da sie im Vergleich zu 10-12% fir Brustkrebs und 1-2% fiir das
Ovarialkarzinom in der Allgemeinbevdlkerung mit einer kumulativen
Lebenszeitwahrscheinlichkeit von 69-72% und/oder 16-59% an einem Mamma- und/oder
Ovarialkarzinom erkranken (Kuchenbaecker etal., 2017; Pearce etal., 2015). Diese Zahlen zeigen
eine hohe, jedoch keine vollstdndige Penetranz fur die Krebsentstehung, sodass die Existenz von
risikomodulierenden endogenen und exogenen Faktoren vermutet wird (M.-C. King, 2003;
Lubinski et al., 2012).

Erkenntnisse in der onkologischen Forschung zum sporadischen Mammakarzinom lassen einen
Zusammenhang zwischen regelmé&figer korperlicher Aktivitdt und einer Senkung der
Krebsinzidenz, des Rezidivrisikos und der Mortalitat vermuten (Friedenreich, 2010; Holmeset al,,
2005). Auch das Ernahrungsverhalten beeinflusst das Brustkrebsrisiko, insbesondere durch eine
Adipositas (Chlebowski et al., 2006; Eliassen et al., 2006; Rosato et al., 2011). Fir erblich
bedingten gBRCAL/2-assoziierten Brustkrebs ist ein solcher Zusammenhang bisher nicht
beschrieben worden, insbesondere fehlen prospektive Daten. Fir diese Fragestellung wurde die
Lebensstil-Intervention bei Frauen mit Erblichem Brust- und Eierstockkrebs (LIBRE-1) Studie
unter Forderung der Deutschen Krebshilfe ins Leben gerufen. Ziel ist es, nicht-invasive
primérpréaventive Strategien fur dieses Hochrisikokollektiv zu etablieren, da derzeit den
Betroffenen aulerhalb von Studien meist nur radikale Operationen, wie die prophylaktische
Mastektomie oder prophylaktische bilaterale Salpingoophorektomie (PBSO), zur priméren
Pravention zur Verfugung stehen. Diese sind unter anderem mit einschneidenden Konsequenzen
verbunden, so flhrt die PBSO zu einer iatrogen-induzierten pramaturen Menopause. Die aktuellen
Empfehlungen sehen die PBSO bei gBRCA1-Mutationstrdgerinnen zum 40. Lebensjahr und bei
gBRCA2-Mutationstragerinnen zum 45. Lebensjahr vor, bzw. 5 Jahre vor der frihesten Erkrankung
in der Familie (Liede et al., 2017). Dahingehend wird nicht an Brustkrebs-erkrankten
Mutationstragerinnen die Einnahme einer Hormonersatztherapie nach einer PBSO bis zum 50.

Lebensjahr empfohlen.



Um nun neue Praventionsstrategien fir gBRCAL1/2-Mutationstragerinnen ableiten zu kénnen, is
ein  Verstdndnis der zugrundeliegenden  molekularbiologischen Mechanismen und
mutationsmodulierenden Faktoren in der Entstehung des gBRCA1/2-assoziierten Brustkrebses
notwendig. Aktuelle Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass der Progesteron-mediierte
Osteoprotegerin (OPG)/ receptor activator of nuclear factor kB (RANK)/ RANK-Ligand (RANKL)
Signalweg eine entscheidende Rolle in der Tumorgenese des genetischen Brustkrebses spielt
(Schramek et al., 2010), bei gBRCAL/2-Mutationstragerinnen hyperaktiviert zu sein scheint (Sigl
etal., 2016), und sich durch Gesundheitsverhalten modulieren lasst (S. Ziegler et al., 2005).

Die vorliegende Arbeit postuliert die Hypothese, dass sich das strukturierte dreimonatige
Lebensstil-Interventionsprogramm der LIBRE-1 Studie ginstig auf das OPG/SRANKL-Verhiltnis
in gBRCA1/2-Mutationstriagerinnen im Sinne einer Reduktion von sSRANKL und Erhéhung von
OPG auswirken konnte. Sollte ein regelmaRiges korperliches Training und die Einhaltung einer
mediterran-basierten Erndhrung die OPG und SRANKL Expression in ¢gBRCAL1/2-
Mutationstragerinnen nachhaltig positiv beeinflussen kdnnen, wiare auch von einer gunstigen
Beeinflussung des Knochenstoffwechselsauszugehen (Bergstrom et al., 2012). Dieser Umstand ist
insbesondere fur diejenigen Frauen relevant, welche — bedingt durch eine prophylaktische
Adnektomie und infolgedessen einsetzenden, chirurgischen Menopause — ein erhohtes
Osteoporose-Risiko aufweisen.

Die vorliegenden Ergebnisse wurden als Clinical Trial im Springer Nature Journal Breast Cancer

Research and Treatment publiziert (Neirich et al., 2021).



2. Literaturtibersicht

2.1. Die physiologische Rolle von BRCAL/2

BRCA1 und BRCA2 sind als Tumorsuppressorgene mafgeblich an der Gewahrleistung der
genomischen Integritat undan einer Vielzahl von Zellprozessen beteiligt. Wahrend BRCA2 bisher
vor allem mit DNA-Rekombinations- und Reparaturprozessen im Rahmen der homologen
Rekombination (HR) assoziiert werden konnte (Foulkes & Shuen, 2013; Pellegrini et al., 2002),
erfillt das BRCAL Protein viele weitere ubiquitére Zellfunktionen. Als maRgeblicher Initiator der
Reparatur von Doppelstrangbrichen mittels HR aktiviert es den einzigen potentiell fehlerfreien
Reparaturmechanismus in eukaryotischen Zellen (Turner et al., 2005; Venkitaraman, 2014).
Zudem st es Uber die Beeinflussung von H2A Histonen in die Regulation von Heterochromatin
nach DNA-Schédigung (Narod & Foulkes, 2004) und im Rahmen von Replikationsstress an der
post-translationalen Modifikation von Proteinen beteiligt (Hashizume et al., 2001; Morris &
Solomon, 2004). Eine BRCAL Defizienz fuhrt so Uber den Ausfall verschiedener zellularer und
nuklearer Regulationsfunktionen zueiner Akkumulation von DNA-Schaden (Venkitaraman, 2014).
Zudem spielt BRCAL eine wichtige Rolle in der Differenzierung des Brustgewebes. Uber eine
Inhibition der Sexualhormonrezeptoren Ostrogenrezeptor (ER) o und Progesteronrezeptor (PR)
supprimiert BRCALl physiologisch die  Proliferation von sexualhormonabhangigen
Brustepithelzellen (Ma et al., 2006).

2.2. Pathophysiologie der BRCA1/2 Keimbahnmutation

GemaR der Knudson-Hypothese stellt eine gBRCA1/2 Keimbahnmutation durch
Allelheterozygotie mit einer mutierten und einer intakten Wildtyp-Auspragung des BRCA1/2
Allels eine genetische Pradisposition (,,first hit*) fiir eine Tumorentwicklung dar (Knudson, 1971,
2001). Der somatische Verlust des Wildtyp Allels (,,second hit*) fihrt im Laufe des Lebens zum
loss of heterozygosity und somit zum rezessiven Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen und
zur Tumorentstehung. Da molekularbiologisch durchschnittlich 6-7 unabhangige Mutationen fir
eine Tumorentwicklung erforderlich sind, ist dies bei einer schon bestehenden Keimbahnmutation
wahrscheinlicher. Aulerdem kommt es bei einer gBRCAL Mutation durch den Wegfall des
genomischen Reparatursystems zur chromosomalen Instabilitat mit deutlich erhéhtem Risiko fiir
die Akkumulation weiterer somatischer Mutationen (Pettapiece-Phillipset al., 2015; Salmena &
Narod, 2012).



Trotzder ubiquitédren Funktionen von BRCAL l&sst sich klinisch eine ausgepragte Gewebespezifitat
feststellen; so entstehen bei gBRCALl-Mutationstragerinnen fast ausschlieBlich Mamma- und
Ovarialkarzinome, bei gBRCA2 Mutationstrager/innen auch Pankreas- und Prostatakarzinome
(Nolan et al., 2017). Bisher ist der Mechanismus der Gewebespezifitdt ungeklart. Da es Hinweise
fir eine sexualhormonabhéngige Regulation der BRCA1 Expression gibt, kdnnten die anti-
apoptotischen Signale von Ostrogen eine wichtige Rolle spielen (Marquis et al., 1995). Dies wilrde
erklaren, warum sowohl durch Adnektomie als auch postmenopausal das Brustkrebsrisiko bei
gBRCAL/2-Defizienz reduziert ist (Elledge & Amon, 2002).

2.3. Der OPG/RANK/RANKL Signalweg

2.3.1. Der OPGIRANK/RANKL Signalweg im Knochenstoffwechsel

Die Molekile RANK (receptor activator of nuclear factor xB), RANKL (receptor activator of
nuclear factor «B ligand) und Osteoprotegerin (OPG) gehtren zur Familie der
T umornekrosefaktoren (TNF) undmodulieren verschiedene zelluldre Funktionen wie Proliferation,
Differenzierung und Apoptose. Sie zéhlen seit Jahren zu den Schlisselmolekilen im
Knochenmetabolismus und haben zu einem neuen Verstédndnis der osteologischen Zellbiologie
gefihrt (Smith et al., 1994).

Osteoprotegerin (OPG) wurde 1997 alserstes Molekiil dieser T riade als sezerniertes Glykoprotein
der TNF-Rezeptor-Superfamilie 11bbeschrieben (Simonetetal., 1997; Tsudaetal., 1997). Eswird
von verschiedenen Zelltypen, insbesondere von Osteoblasten, als ldslicher Rezeptorantagonist
produziert. Als sog. decoy receptor fir RANKL agiert es im Knochenstoffwechsel als
physiologischer Inhibitor der Osteoklastogenese, indem es durch hochaffine Bindung und
Neutralisierung von léslichem RANKL die Differenzierung von Osteoklasten hemmt (Yasuda et
al., 1998) (Abbildung 1).

RANKL ist neben dem macrophage colony stimulating factor das Hauptstimulanz fir die Reifung
von Osteoklasten (Nagy & Penninger, 2015). Eine vermehrte Expression von RANKL flhrt so zu
vermehrter Knochenresorption und damit Knochenverlust. Das Molekil wird von Osteoblasten
und aktivierten T - und B-Lymphozyten exprimiert und fungiert als Ligand fur seinen Rezeptor
RANK, der nach Bindung aktiviert wird (Kartsogiannis et al., 1999; Lacey et al., 1998). RANKL



kommt membrangebunden (Isoform 1) und als sezerniertes l6sliches Molekil (SRANKL, Isoform
2) vor (Hikita et al., 2006).

Das RANK Molekiil wird als Rezeptor von Osteoklasten-(Vorldaufern), dendritischen Zellen, B-
und T Lymphozyten und Fibroblasten exprimiert (Anderson et al., 1997). Nach Bindung von
RANKL bildet der RANK Rezeptor Trimere aus, die auf der zytosolischen Seite spezielle
Adaptorproteine, insbesondere der TNF receptor-associated-factor 6 binden. Nach dessen
Rekrutierung werden diverse weitere Signalkaskaden, unter anderem den NF-xB Pathway,
aktiviert, welche konsekutiv zu einer Aktivierung von Osteoklasten und somit Knochenresorption
fihren (Armstronget al., 2002) (Abbildung 1).

Abbildung 1. Der OPG/RANK/RANKL Signalwegs im Knochenmetabolismus.

PTHrP, Vitamin D,
PGE,, TNFa, IL-6 u.a.
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Durch Parathormon-related Protein (PTHrP), Vitamin Ds, Prostaglandin E2 (PGEz) TNF-o und Interleukin 6 (IL-6)
wird die Expression von RANKL in OsteoblastenimKnochen stimuliert. RANKL bindet anden Rezeptor RANK auf
Osteoklasten Vorlauferzellen, was die Differenzierung von Osteoklastenvorlauferzellen zu reifen Osteoklasten
induziert. OPG als l6slicher Rezeptorantagonist zu RANK wird durch Ostrogen stimuliert, bindetan RANKL und
fuhrt durch Neutralisierung von RANKL zur Inhibition der Osteoklastogenese. OPG, Osteoprotegerin; RANK,
receptor activator of nuclear factor «B; RANKL, receptor activator of nuclear factor «B ligand; TNF-a,
Tumornekrosefaktor alpha. Abbildung adaptiert nach Sigl, Schrameket al. (2012), S. 28.

Dysbhalancen im OPGRANK/RANKL  Signalweg resultieren in  Pathologien im
Knochenstoffwechsel. Wahrend RANK oder RANKL-Knockout Mause eine schwere
Osteopetrose entwickeln, zeigt sich bei selektivem OPG-Knockout eine Osteoporose (Dougall et
al., 1999; Kong, Yoshida, et al., 1999). Insbesondere bei der postmenopausalen Osteoporos
scheint der OPG'RANK/RANKL Signalweg hyperaktiviert zu sein (Sigl, Schramek, et al., 2012).
Ostrogen hat eine Schltsselfunktion bei der Induktion der OPGExpression und der Hemmung von
RANKL. Da die Ostrogenlevel in der Menopause abfallen, steigt die RANKL Expression bei
gleichzeitiger Hemmung der OPG Synthese an. Mit dem monoklonalen Antikérper Denosumab,

der an RANKL bindet und dessen Funktion inhibiert, kann das Gleichgewicht zwischen



Osteoblasten und Osteoklasten postmenopausal therapeutisch wiederhergestellt werden
(Cummings et al., 2009).

Die Molekiile werden neben den Sexualhormonen Ostrogen und Progesteron durch eine Vielzahl
weiterer Hormone und Zytokine reguliert (Zallone, 2006). Zu den wichtigsten Mediatoren zahlen
das Parathormon-related Protein (PTHrP), Vitamin D3 und Prostaglandin E,, welche Osteoblasten

zur Synthese von RANKL anregen, zudem T NF-a und Interleukin 6 (IL-6) (Akatsu et al., 2009;
Evely et al., 2009; Takahashi et al., 1988) (Abbildung 1).

2.3.2.Weitere Funktionen des OPG/RANK/RANKL Signalwegs

RANKL spielt auch eine wichtige Rolle in der adaptiven Immunantwort durch Verstarkung der
Interaktion zwischen T- und B-Lymphozyten und dendritischen Zellen (Anderson et al., 1997,
Wong et al., 1997), zudem auch in der Entwicklung lymphatischer Progenitorzellen (Kong,
Yoshida, et al., 1999) und medullarer Thymuszellen (Akiyama et al., 2008), sowie in der
Organogenese von Lymphknoten (Dougall et al.,, 1999). RANKL Mutationen kdnnen so
nachweislich zu Defekten der B-Zell-immunologie (Guerrini et al.,, 2008) und zu
Autoimmunerkrankungen fuhren (Nagy & Penninger, 2015). Die duale Funktion von
RANK/RANKL im Knochenstoffwechsel und im Immunsystem spiegelt sich auch in der
Pathogenese einiger Krankheiten wider: aktivierte T -Zellen greifen Giber RANKL direkt in die
Osteoklastogenese ein und fuhren so zum Knochensubstanzverlust bei Erkrankungen mit
chronischer Entziindung und autoimmunem Charakter wie rheumatoide Arthritis oder Parodontitis
(Kong, Feige, etal., 1999; Tenget al., 2000). Zudem spielt der OPGRANK/RANKL Signalweg
auch eine Rolle im zentralen Nervensystem. RANKL ist im Hypothalamus bei der Entstehung von
Fieber beteiligt (Blatteiset al., 2005) und spielt in der weiblichen zentralen Thermoregulation eine
Rolle, was einen Erklarungsansatz fir Hitzewallungen wéhrend des weiblichen Zyklus und in der
Menopause bieten kdnnte (Hanada et al., 2009). Zudem wurde eine neuroprotektive und anti-
inflammatorische Funktionder T riade im Rahmen ischamischer Insulte im zentralen Nervensysem

beschrieben (Shimamura et al., 2014).



2.3.3. Der OPG/IRANK/RANKL Signalweg im Brustdriisengewebe

Neuere Erkenntnisse schreiben dem OPG/RANK/RANKL Signalweg einen bedeutenden Einfluss
in der Brustdriisenentwicklung und -differenzierung zu (Nagy & Penninger, 2015; Schramek et al.,
2010). Die Signalkaskade fordert die Entwicklung von laktierendem Brustgewebe wahrend der
Schwangerschaft durch die Induktion der Differenzierung von terminalen Endknospen zu
laktierenden, lobulo-alveolaren Strukturen (Fata et al., 2000). Evolutionsbiologisch ist die
Kopplung von Knochenstoffwechsel und Brustdriisenentwicklung nachvollziehbar, um neben der
Versorgung mit Muttermilch auch eine ausreichende Kalziumzufuhr fir ein Neugeborenes zu
gewdhrleisten (Kovacs & Kronenberg, 1997). Progesteron ist neben Prolaktin und PTHrP das

Schlisselmolekdl in der Regulation von RANKL in der Brustdriisenentwicklung.

Die RANK/RANKL Expression wird im Brustgewebe zeitlich und rdumlich streng kontrolliert
(Abbildung 2). Die Proliferation des Brustdriisenepithels wird nach hormoneller Stimulation in 2
Phasen gegliedert. Cyclin D1 ist bedeutend fiir die unmittelbare Proliferation von epithelialen
Brustzellen in den ersten 24 Stunden nach einem Progesteron-Stimulus. Die weitere, iber ca. 8
T age anhaltende Proliferationsphase ist unabhéngig von Cyclin D1 und basiert auf RANKL-
induzierter Proliferation (Beleut et al., 2010; Sigl, Schramek, et al., 2012). In tierexperimentellen
Studien konnte gezeigt werden, dass RANK/RANKL primér tiber den IKKa-NF-kB-Cyclin D1-
Signalweg die Differenzierung und Proliferation im Brustdriisengewebe induziert (Yixue Cao et
al., 2001). Zudem besteht fir den Einfluss der Signalkaskade eine Abhangigkeit vom Zelltyp.
Progesteron fuhrt im luminalen Kompartiment zu einer Erhéhung der RANKL Expression,
wéhrend im basalen Kompartiment selektiv die RANK Expression gesteigert wird (Gonzalez-
Suarez et al., 2007). Da RANK/RANKL die Expansion von Bruststammzellen im myoepithelialen
(basalen) Kompartiment fordert, fuhrt nur die basale RANK Inhibition zu einer Insuffizienz der
lobulo-alveoliren Differenzierung; bei reiner RANK Hemmungim luminalen Kompartimentbleibt
dieser Effekt aus (Asselin-Labat et al., 2010; Joshi et al., 2010; Tiede & Kang, 2011). Dies weist
darauf hin, dass Ausgangspunkt fir die Entwicklung der laktierenden Brust die basalen

Stammzellen und nicht die luminalen Epithelzellen sind (Schramek et al., 2010).



Abbildung 2. Der OPG/RANK/RANKL Signalwegs im Brustdriisengewebe.
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RANK wird sowohlaufluminalen als auch basalen Epithelzellen im Brustgewebe exprimiert, wahrend der
Progesteronrezeptor nurim luminalen Kompartiment exprimiert wird. Durch Stimulation mit Progesteron
transloziert der Progesteronrezeptor in den Nukleus der luminalen Progenitorzelle und stimuliert die Expression von
RANKL. RANKL bindet an RANK aufden basalen Epithelzellen und aktiviert den lkk-o-NF«kB-Cyclin-D1

Signalweg. Dies fiihrt zur Proliferation und Expansion der Stammzellen in der Brust. Ikk-a., inhibitor of nuclear
factorkappa-Bkinase subunit alpha; NFkB, nuclear factor kappaB; OPG, Osteoprotegerin.RANK, receptor activator
of nuclearfactor kB; RANKL, receptoractivator of nuclear factor kB ligand; Abbildung adaptiert nach Sigl,

Schrameketal. (2012), S. 29.

2.4. Schlisselrolle des OPG/RANK/RANKL Signalwegs in der Entstehung des Mammakarzinoms

Die aktuelle Datenlage beschreibt zudem eine gesicherte Evidenz fiir den entscheidenden Einfluss
des OPG/RANK/RANKL Signalwegs auf die Tumorgenese des hormonsensiblen
Mammakarzinoms (Gonzalez-Suarez et al., 2010; Schramek et al., 2010). Mehrere Arbeiten
konnten zeigen, dass RANKL in frihen Stadien der Tumorentstehung hormonreguliert auf das
Brustepithel wirkt und dass Progesteron als Schlisselhormon tber den OPG/RANK/RANKL
Signalweg zur Brustkrebsentstehung fiihrt (Asselin-Labat etal.,2010; Fataetal.,2000; Joshi et al.,
2010; Nolan et al., 2016). Gemé&l3 der ,,Million Women*-Studie und der ,,Women’s Health
Initiative“-Studie ergibt sich ab einer Einnahmedauer von 5 Jahren ein nahezu verdoppeltes
Mammakarzinomrisiko unter einer kombinierten Hormonersatztherapie verglichen mit einer
Ostrogenmonotherapie (Beral, Million Women Study Collaborators, 2003; Rossouw, 2002). Im
Tiermodell lie} sich bestatigen, dass Progesteron lber die RANK/RANKL Kaskade einen
entscheidenden Beitrag zur Mammakarzinogenese leistet. Die  Anwendung des
Progesteronderivates Medroxyprogesteronazetat (MPA) resultierte in einer massiven Expression
von RANKL in mammaren Progesteronrezeptor-positiven (PR+) luminalen Zellen. Schramek et al.
zeigten, dass sich nach MPA-Stimulus die RANKL mRNA um das 2000-fache erhohte (Schramek
et al., 2010), und zwar sowohl in histologisch unauffélligen als auch in praneoplastischen und

neoplastischen Gewebeproben (Gonzalez-Suarez et al., 2010). Uberdies weist die MPA-mediierte



RANKL Expression antiapoptotische Eigenschaften auf: in Verbindung mit DNA-Schaden durch
y-Irradiation blockiert RANKL (ber den IKKa-NF-kB Pathway die Freisetzung proapoptotischer
Zytokine und bietet so Schutz vor Zelltod (Schramek et al., 2011). Damit scheint Progesteron Gber
RANK/RANKL auf zwei Wege hyperproliferativ zu wirken: nicht nur kann es den Zellzyklus
aktivieren, sondern kann Zellen vor Apoptose selbst bei Vorliegen von DNA-Schéden schitzen.
Durch die Inhibition von RANKL konnte wiederum die Entstehung von MPA-induzierten
Tumoren nachweislich reduziert werden (Schramek et al., 2010). Gonzales-Suarez et al. konnten
zeigen, dass die RANKL Inhibition insbesondere den Proliferationsindex von préaneoplastischem
Gewebe senken konnte (Gonzalez-Suarez et al., 2010). Dies weist darauf hin, dass die RANKL-

vermittelte Tumorgenese insbesondere bei frihen T umorstadien eine Rolle spielt.

2.5. OPG/RANK/RANKL Dysfunktion bei gBRCA1/2 Keimbahnmutation

Gerade bei gBRCAL/2-Mutationstragerinnen scheint der OPG/RANK/RANKL Signalweg
hyperaktiviert zusein (T. A. Kinget al., 2004; Ma et al., 2006; Poole et al., 2006; Widschwendter
et al., 2013). Diese Dysregulation wurde unléngst in unabh&ngigen und hochrangig publizierten
Studien als essentieller Mechanismus in der Pathophysiologie des gBRCAl-assoziierten
Mammakarzinomsidentifiziert (Nolan et al., 2016; Sigl et al., 2016). Da die Kaskade, wie oben
beschrieben, einer hormonellen Regulation unterliegt, ist es umso interessanter, als dass
insbesondere bei pramenopausalen gBRCAL/2-Mutationstragerinnen erhéhte Konzentrationen
freier Sexualhormone vorzuliegen scheinen. Widschwendter et al. zeigten, dass prémenopausale
gBRCA1/2-Mutationstragerinnen im Vergleich zu Nicht-Mutationstragerinnen deutlich erhohte
Ostrogen- und Progesteron-Spiegel aufweisen (Widschwendter et al., 2013). Da, wie eingangs
beschrieben, das BRCA1 Protein die transkriptionale Aktivitat der Progesteron- und
Ostrogenrezeptoren herunterreguliert (Ma et al., 2006), filhrt eine gBRCA1/2 Mutation konsekutiv
zu einer verstarkten Aktivierung der sexualhormonabhéngigen Signalwege (Eakin et al., 2007; T.
A. King et al., 2004). Dies kdnnte auch den klinisch eindeutigen Zusammenhang zwischen dem
Progesteronlevel und Brustkrebsrisiko erklaren:wéhrend insbesondere in der Schwangerschaft das
Brustkrebsrisiko bei gBRCA1/2-Mutationstragerinnen erhohtist (Narod, 2001), lasst sich nach der
Menopause eine deutliche Reduktion des Erkrankungsrisikos feststellen (Antoniou et al., 2003).

Zwei unabhangige Analysen von Nolan et al. sowie Sigl et al. konntenim Mausmodell nachweisen,

dass pramaligne L&sionen sowie invasive Mammakarzinome bei gBRCA1/2 Mutation signifikant



erhohte RANK-Level exprimierten (Nolan et al., 2016; Sigl et al., 2016). In gBRCAL-defizienten
Mausen konnten die Forscher zeigen, dass die genetische Deletion von RANK die Entstehung von
intraepithelialen Neoplasien und invasiven Karzinomen im Brustdriisengewebe bzw. eine
Tumorprogression unterdriickte. Eine pharmakologische Inhibition von RANKL in gBRCAL-
defizienten Mausen beugte weiterhin einer Entstehung von préaneoplastischen Lasionen im
mammaéren Driisengewebe vor und fuhrte zu deutlich spaterem Auftreten von Mammakarzinomen
(Sigl et al., 2016). Auch in Gewebeproben von gBRCA1/2-Mutationstragerinnen, die im Rahmen
der BRCA-D Studie mit Denosumab behandelt wurden, konnte ein deutlich geringerer
Proliferationsindex (Ki67) nachgewiesen werden. Diese Ubertragung vom Mausmodell auf den
Menschen gelang in einer aktuellen Arbeit zu diesem Thema von Lindeman et al.. Die Autoren
zeigten, dass Zellen von gBRCAL-assoziierten Mammakarzinomen eine hohe RANK-EXxpression
von mehr als 40% aufweisen, insbesondere in PR+ RANK+ luminalen Progenitorzellen
(Abbildung 2) (Lindeman et al., 2017). Diese Zellsubpopulation zeigt zudem eine
molekulargenetische Signatur, die eine groBe Ahnlichkeit mit der des tripelnegativen, BRCA1-
positiven Mammakarzinoms aufweist (Lim et al., 2009). Dies ist ein Hinweis dafir, dass in der
Tumorgenese des BRCAL/2-assoziierten Mammakarzinoms die PR+ RANK+ luminalen
Progenitorzellen eine wesentliche Rolle spielen und ein potentieller Ansatzpunkt fur zielgerichtete
T herapien darstellen (S. Liu et al., 2008).

Neben einer erh6hten RANK Expression berichten einige Studien zudem (ber nachweislich
geringere zirkulierende OPG Serumspiegel bei pramenopausalen gBRCAL Mutationstragerinnen
(Widschwendter et al., 2013). Alsdecoy rezceptor flir RANKL wird so die bestehende Dysbalance
des Molekilsystems bei erhdhter RANK Expression durch eine fehlende Hemmung durch OPG
weiter verstarkt. Odén et al. zeigten, dass @BRCA1l Mutationstragerinnen mit
Uberdurchschnittlichen OPG-Konzentrationen gegeniber Frauen mit unterdurchschnittlichen
OPG-Konzentrationen ein um 75% reduziertes Risiko fir die Entstehung eines Mammakarzinoms
aufweisen (Odén et al., 2016). Demnach scheint eine inverse Assoziation zwischen OPG-

Serumwerten und Brustkrebsrisiko zu bestehen.

2.6. Therapeutische Einflussnahme auf den OPG/RANK/RANKL Signalweg

Die Erforschung der Rolle des Progesteron-mediierten OPG/IRANK/RANKL Signalwegs in der
Tumorgenese des gBRCA1/2-assoziierten Mammakarzinoms hat Strukturen flr einen neuen
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potentiellen T herapieansatz geschaffen. Aberrationen im RANKL Signalweg als Ausgangspunkt
fur zielgerichtete Therapien zu nutzen, ware eine beraus vielversprechende Mdglichkeit der
Chemoprivention fir das gBRCA1/2 Hochrisikokollektiv. Uber eine Blockade des
RANK/RANKL Signalwegs mit dem monoklonalen Antikérper Denosumab kdnnte der
Proliferationsreiz auf RANK+ Luminalzellen reduziert werden (Gonzalez-Suarez et al., 2010;
Schramek et al., 2010). Zugelassen ist Denosumab bisher in der Osteoporosetherapie sowie in der
Pravention von pathologischen Frakturen bei Knochenmetastasen (Scott & Muir, 2011). Jedoch
weist Denosumab einige erhebliche Nebenwirkungen auf. Kieferosteonekrosen und
Femurfrakturen gelten als seltene, aber wichtige Nebenwirkungen, zudem entwickeln Patienten
gehauft Hypokalzamien und schwere dermatologische Reaktionen (Loser et al., 2006). Da
Nebenwirkungen jedoch insbesondere im Rahmen von Hochdosistherapien auftreten, wurde an
Patientinnen mit Brustkrebs einer niedrig dosierten T herapie getestet, die ein relativ sicheres
Risikoprofil aufwies (Gnant et al., 2015).

2.7. Beeinflussung des OPG/RANK/RANKL Signalwegs durch kdrperliche Aktivitat

Fir das sporadische Mammakarzinom konnte in mehreren prospektiven klinischen Studien ein
Zusammenhang zwischen kdrperlicher Aktivitat und einer Senkung der Krebsinzidenz, des
Rezidivrisikos und der Mortalitat gezeigt werden (Friedenreich et al., 2001; Lagerroset al., 2004),
z.T. mit einer Risikoreduktion von 25-30% (Lynch et al., 2011), insbesondere bei tripel-negativem
Brustkrebs (Phippset al., 2011). Auch im gBRCAL/2 Hochrisikokollektiv konnte ein protektiver
Effekt von korperlicher Aktivitét auf eine Brustkrebserkrankung im Sinne einer Risikoreduktion
festgestellt werden (Kiechle, Engel, Berling, Hebestreit, Bischoff, Dukatz, Siniatchkin, etal., 2016;
Manders et al., 2011), insbesondere bei regelméfiger korperlicher Aktivitét in der Jugend (M.-C.
King, 2003) bzw. bei einer Gewichtsreduktion zwischen 18 und 30 Jahre (Kotsopoulosetal., 2005).

Studien an pramenopausalen Frauen der allgemeinen Bevélkerung sowie im Hochrisikokollektiv
haben gezeigt, dass Ausdauertraining die Progesteron-Spiegel in der Lutealphase des
Menstruationszyklus signifikant reduzieren kann (El-Lithy et al., 2015). Auch Ostrogen- und
Androgenlevel werden durch kdrperliche Aktivitéat gesenkt (Kossman et al., 2011). Ein Extremfall
stellen pramenopausale Hochleistungssportlerinnen dar, bei denen es durch exzessive korperliche

Betatigung zu Lutealphasendefizienz und Amenorrhd kommen kann (Williamset al., 2001).
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Weiterhin scheinen sowohl OPG als auch RANK/RANKL durch kérperliche Aktivitat moduliert
zuwerden, was insbesondere im Kontext nicht-invasiver und nicht-pharmakologischer praventiver
Strategien flr Hochrisikopatientinnen relevant ist. Erste Studiendaten in der allgemeinen
Bevolkerung legen nahe, dass ausdauerorientiertes T raining die zirkulierenden OPG Serumwerte
signifikant steigern kann (Bergstrom et al., 2012), z.T. bei gleichzeitiger Reduktion der SRANKL-
Konzentration (S. Ziegler et al., 2005). Zudem unterliegen die OPG Konzentrationen in
pramenopausalen Frauen, im groBen Gegensatz zu Progesteronkonzentrationen, keinerlei
Menstruationszyklus-abhangigen Schwankungen. Jedoch kommt es geschlechtsunabhangig mit
steigendem Alter zu einer erhéhten OPG-Expression, was fir postmenopausale Frauen eine
gunstigere Risikokonstellation darstellt. Dies unterstitzt die klinische Beobachtung fur ein
erhohtes Risiko  der  Brustkrebsmanifestation bei  prdmenopausalen gBRCAL/2-
Mutationstragerinnen (Widschwendter et al., 2015; Yano etal., 1999).

Der Einfluss von korperlicher Aktivitat auf die SRANKL Konzentrationist noch weitgehendunklar.
Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass die SRANKL Expression insbesondere durch metabolische
Einflisse moduliert wird (Abbildung 3). So fordert Adipositas als chronische Inflammation mit
veranderten Zytokin- und Hormonlevel unter anderem direkt die Osteoklastenaktivierung via NF-
kB OPG/RANK/RANKL Signalweg und fihrt so zu erhdhten RANKL Werten (J. J. Cao, 2011;
Chen & Yang, 2015). Korperliche Aktivitat kann durch Reduktion des Insulinspiegels und des
Insulin-like growth factors (IGF-1), Adipozytokine, wie Leptin und Adiponectin, sowe
proinflammatorischer Zytokine, einen positiven Beitrag zum metabolischen Status leisten (Irwin
et al., 2009; Olsen et al., 2008; Pollak, 2012; Shafrir et al., 2014). IGF-1 und Leptin gelten
wiederum als wichtige Aktivatoren von RANKL (G.-Y. Liu et al., 2014). Im Mausmodell konnten
Wang et al. zudem zeigen, dass prapubertare korperliche Aktivitat das Expressionslevel der
BRCA1 mRNA anhebt, was die Effekte der gBRCA1/2 Defizienz abzuschwéchen scheint
(Pettapiece-Phillipsetal.,2015; Wangetal.,2009). Im Gegensatz dazu scheint Adipositas zu einer
verminderten Genexpression von BRCAL im Brustgewebe zu fihren (Di et al., 2010) (Abbildung
3).
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Abbildung 3. Assoziation zwischen kérperlicher Aktivitat, metabolischer Inflammation und dem
gBRCA1/2-assoziierten Mammakarzinom.
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Korperliche Aktivitat fuhrt durch die Reduktion von Adipositas und inflammatorischen Prozessen zu einer
Verbesserung des metabolischen Status, zur Modulation verschiedener hormoneller und endogener Signalwege und
zu einemreduzierten Risiko fiir BRCA1/2-assoziiertes Mammakarzinom. BRCA1/2, breast cancer Gene 1/21; IGF-1,
insulin-like growth factor 1; IL-6, Interleukin-6; OPG, Osteoprotegerin. RANKL, receptor activator of nuclear factor
kB ligand; TNF-o, Tumornekrosefaktor-alpha.

2.8. Die Beeinflussung des OPG/RANK/RANKL Signalwegs durch Ernéahrung

Neben korperlicher Aktivitat scheint auch gesunde Ernahrung, insbesondere die Einhaltung einer
mediterranen Diat (MedD), Uber eine Verbesserung des metabolischen Status modulierende
Effekte auf den OPG/RANK/RANKL Signalweg zu haben (Pasanisi et al., 2018; Tamtaji et al.,
2019). Die MedD beschreibt ein ausgewogenes Erndhrungskonzept, welches vorwiegend auf dem
Konsum von Gemuse, Getreide, Nissen, Olivendlund Fisch mit hohem Anteil der ungesattigten
n-3 und n-9 Fettsduren beruht. Zudem wird ein moderater Konsum von Milchprodukten und
geringer Konsum von rotem Fleisch, welches vorwiegend n-6 Fettsduren enthélt, und Zucker
empfohlen (Daviset al., 2015). Viele Studien belegen, dass die Einhaltung einer MedD das Risiko
kardiovaskuldrer Erkrankungen, chronischer Entzindungen und die Prdavalenz von Brustkrebs
senken kann (Estruch et al., 2018; Schwingshackl et al., 2017; Sureda et al., 2018). Wé&hrend ein
vermehrter Konsum von mehrfach ungesattigten n-3 Fettsduren (PUFA) und der einfach
ungesattigten n-9 Fettsiure (MUFA) Olsaure mit einem reduzierten Brustkrebsrisiko sowie mit
erhohten OPG und erniedrigten SRANKL Konzentrationen assoziiert wurden (Martin-Moreno et
al., 1994; Shannon et al.,, 2007), konnten n-6 PUFA und gesattigte Fettsduren in einen
Zusammenhang mit Brustkrebsentstehung und erhéhten SRANKL Werten gebracht werden (Xia
etal., 2015). Zudem konnte gezeigt werden, dass eine MedD-assoziierte Ernahrungsintervention
bei gBRCAL/2-Mutationstragerinnen zu einer Reduktion von IGF-1 und somit RANKL fihrte
(Bruno et al., 2018; Pasanisi et al., 2018), insbesondere durch eine vermehrte Aufnahme von n-3

Fettsduren (Fonolla-Joya et al., 2016).
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3. Material und Methoden

3.1. Studiendesign und Rekrutierung

Die LIBRE-1 Studie ist eine Lebensstil-Interventionsstudie fur gesunde oder an Brust- und/oder
Eierstockkrebs erkrankte gBRCA1/2 Mutationstragerinnen. Das Studiendesign ist multizentrisch,
prospektiv, zweiarmig und kontrolliert-randomisiert mit einem Randomisationsverhaltnisvon 1:1
zwischen Interventions- (IG) und Kontrollgruppe (KG). Als Pilotprojekt fir die Hauptstudie
LIBRE-2 wurde als primarer Endpunkt die Machbarkeit einer strukturierten Lebensstilintervention
(definiert als T eilnahme der Probandinnen bei mindestens 70% aller Interventionseinheiten) und
die Akzeptanzbei den Teilnehmerinnen untersucht. Beide primdren Endpunkte bestatigten sich:
wahrend die Machbarkeit Giber beide Studiengruppen bei 73%lag, gaben 80%der T eilnehmerinnen
an, dass sie nochmalsan der Studie teilnehmenwlrden. Es zeigten sich zudem keine Pradiktoren
fir Drop-Outs oder Non-Compliance sowie ein positiver Einfluss der Lebensstilintervention auf
die sekundéren Endpunkte Body Mass Index (BMI), Ernédhrungsverhalten und Stressbewaltigung
(Kiechle et al., 2017; Kiechle, Engel, Berling, Hebestreit, Bischoff, Dukatz, Gerber, et al., 2016).
Zwischen Februar und Juli 2014 wurden 69 gBRCA1/2 Mutationstragerinnen an den drei
Studienzentren des Deutschen Konsortiums fiir Familidren Brust- und Eierstockkrebs in Miinchen,
Kiel und Koln rekrutiert. Die obligaten Einschlusskriterien umfassten den Nachweis einer
pathogenen Keimbahnmutation in den BRCA1 oder BRCA2 Genen, ein Alter zwischen 18 und 69
Jahren und die informierte schriftliche Einwilligung flr die Studienteilnahme. Ausschlusskriterien
beinhaltetenunteranderem das\orliegen einer metastasierten Tumorerkrankung, Veganismus, ein
BMI < 15 kg/m? und eine bestehende Schwangerschaft. Eine detaillierte Auflistung der
Ausschlusskriterien gemal Studienprotokoll befindet sich im Anhang. Die Studie wurde von den
Ethikkommissionen der Studienzentren Technische Universitdt Minchen, Kéin sowe Kiel,
genehmigt (Minchen REF: 5686/13, KdIn REF: 13-053, Kiel REF: B-235/13) und im Deutschen
Studienregister fur klinische Studien (DRKS REF: DRKS00005736) und bei ClinicalT rials.gov
(REF: NCT 02087592) registriert.

Die hier vorliegende Biomarker-Auswertung wurde 2019 als Sekundéranalyse initiiert und
untersucht damit keinen primdren Endpunkt der LIBRE-1 Studie. Fir die vorliegende Arbeit
wurden OPG und sRANKL Serumwerte bei allen LIBRE-1 Probandinnen gemessen, fir die

sowohl Blutproben als auch alle klinischen Daten, inklusive Fragebogen, anthropometrische und
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spiroergometrische Untersuchungen, sowie Daten zu Fettsdureprofilen zu den beiden
Studienzeitpunkten Studieneinschluss (SE) und nach drei Monaten (V1) vorlagen. Dies fihrte zum

Einschluss von 49 gBRCAL/2 Mutationstrégerinnen.

Die Gesamtdauer der LIBRE-1 Studie betrug 36 Monate mit anschlieBend geplanten jahrlichen
telefonischen Nachbeobachtungen tber 10 Jahre. Es fanden 5 Studienvisiten statt:
Studieneinschluss (SE), 3 Monate nach SE (V1, intensivierte Interventionsphase), 12 Monate nach
SE (M2, moderate Interventionsphase), 24 Monate nach SE (V3), 36 Monate nach SE (\V4)
(Abbildung 4). Die vorliegenden Analysen beziehen sich ausschlieBlich auf den dreimonatigen
Zeitraum der intensiven Lebensstilintervention (SE bis V1), da es Hinweise darauf gibt, dass
insbesondere hochintensives T raining zu Veranderungen von OPGund sSRANKL (Esen etal.,2009)
fihrt. Aufgrund der Kkleinen Studienkohorte und limitierten Detektionskapazitdten der
Immunoassays wéare zudem davon auszugehen, dass geringere Effekte schwieriger zu detektieren

sind.

Abbildung 4. Design und Ablauf der LIBRE-1 Studie.

i LIBRE-1 Lebensstil Intervention (1. Jahr) 1 Follow Up
| SE V1 v2 ! V3 V4 Vens
Frauen mit BRCA1/2 P ; P —
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' (3 Monate) (9 Monate) : ) - -13. Jahr

____________________________________

Bei Vorliegen der obligaten Einschlusskriterien und schriftlicher Einwilligung erfolgte zum Studieneinschluss (SE)
die Randomisation zur Interventionsgruppe (IG) oder Kontrollgruppe (KG). Die Lebensstilintervention fur die 1G
umfasste 12 Monate, vondenendie ersten 3Monate (SEbis zur ersten Studienvisite, V1) intensiviert, die folgenden 9
Monate (V1 bis zur zweiten Studienvisite, V2) moderat durchgefihrt wurde. In der intensiven Phase erfolgte die
Sportintervention dreimal wochentlich (2x unter sportmedizinischer Aufsicht, 1x selbststandig), die
Ernéhrungsintervention gruppenbasiert alle zwei Wochen. V3, 24 Monate nach SE; V4, 36 Monate nach SE; Venq,
letzte Studienvisite.

3.2. Interventionsprogramm SE-V1 der LIBRE-1 Studie

Die Lebensstilintervention umfasste fir die 1G ein strukturiertes Ausdauertraining und ein
Erndhrungsprogramm auf Basis der MedD, welches in den ersten drei Monaten des
Studienprogramms (SE bis V1) intensiviert und in den folgenden 9 Monaten (V1 bis \2) moderat
durchgefuhrt wurde. Fir die Interventionsgruppe erfolgte in der intensiven Phase die
Sportintervention 2x/Woche unter sportmedizinischer Aufsicht und 1x/Woche selbststandig mit
dem Ziel, den Metabolic Equivalent T ask (MET )-h/Wocheauf >18 bei einer Intensitatvon 50-60%
des VO peak (Woche 1-6) und 60-75% des VO peak (Woche 7-12) zu erhdhen. Ein metabolisches
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Aquivalent beschreibt den Stoffwechselumsatz bezogen auf den Ruheumsatz, so entsprechen 18
MET-h anndhrend einem schnellen Spazierengehen uber 4 Stunden pro Woche, ein
Aktivitatsniveau, welches mit einer Reduktion von Morbiditdt und Mortalitdt in
Brustkrebspatientinnen assoziiert werden konnte (Holmeset al., 2005). Zur T rainingssteuerung
wurde die wOichentliche Aktivitdt mittels Trainingstagebuchern, Fragebdgen und
Bewegungssensoren erfasst.

Die Erndhrungsintervention basierte auf den Prinzipien der MedD mit dem Ziel der langfristigen
Anderung des Ernihrungsverhaltens. Bei Vorliegen einer Adipositas (BMI > 35 kg/m?) wurde
zusdtzlich eine Begrenzung der Energiezufuhr angestrebt. Die Erndhrungsberatung fand
gruppenbasiert in zweiwdchentlichem Rhythmus statt. Die KG erhielt zu Beginn der Studie eine
einmalige verpflichtende Gruppenberatung tber die positiven Effekte kdrperlicher Aktivitét im
Kontext des Mammakarzinoms und eine Vorstellung der Erndhrungsempfehlungen der Deutschen
Gesellschaft fur Erndhrung. Die Erfassung von Verhaltensdnderungen in Bezug auf korperliche

Aktivitat und Erndhrung erfolgte analog zur 1G.

3.3. Erhebungder klinischen Daten

Die Material- und Datenerhebung erfolgte bei SE und im Rahmen der nachfolgenden
Studienvisiten. Als Messinstrumente wurden  strukturierte und validierte Frage- und
InterviewbOgen, Tagebiicher, koérperliche und apparative Untersuchungen sowie Blut- und
Stuhluntersuchungen verwendet. Die Daten wurden zeitnah von den Studienzentren in einer
elektronischen Datenbank (OpenClinica®, Waltham, MA) hinterlegt. Folgende Parameter der
klinischen Basis-Anamnese wurden in Interviewform im Rahmen der Studienvisiten erhoben und
fur die nachfolgenden Analysen herangezogen: Brust- oder Eierstockkrebserkrankung vor
Studieneinschluss (Art der Krebserkrankung und Diagnosezeitpunkt), Menopausenstatus (letzter
Tagder Periode), Einnahme einer Hormonersatztherapie (HRT) (ja/nein), Einnahme hormoneller
Kontrazeption fur einen Zeitraum langer als ein Monat (ja/nein), Raucheranamnese vor/zum
Studieneinschluss (ja/nein), ausgetragene Schwangerschaften (ausgenommen Fehlgeburten)
(ja/nein) und Stillzeit fur einen Zeitraum langer alsein Monat (ja/nein). Der BMI (in kg/m?) wurde
im Rahmen anthropometrischer Untersuchungen bestimmt. Als objektiver Parameter der
korperlichen Leistungsfahigkeit wurde die (sub-)maximale Sauerstoffaufnahme (VOgpeak in
ml/min/kg) in spiroergometrischen Untersuchungen (Cardiopulmonary exercise testing, CPET)

gemessen. CPET beschreibt ein validiertes Rampenprotokoll, bei dem kontinuierlich die Atemgase
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bei graduell erhohtem Widerstand bis hin zur physischen Erschépfung gemessen werden (Kroidl
et al., 2015). Die aktuellen Essgewohnheiten wurden durch den validierten Mediterranean Diet
Adherence Screener (MEDAS) erfasst. Dieser umfasst 14 Fragen zum aktuellen
Erndhrungsverhalten undwurde zur Bewertung der Einhaltung einer MedD genutzt (Hebestreit et
al., 2017). Um eine Verzerrung durch unbeantwortete Fragen zu minimieren, wurde der absolute
MEDAS Wert ineinen Score als Prozent der positiv beantworteten Fragen (1 = starkere Einhaltung
der MedD, 0 = weniger Einhaltung der MedD) an allen beantworteten Fragen umgerechnet
(Seethaler et al., 2020). Die Messung der Blutwerte erfolgte mittels standardisierter
Blutabnahmerohrchen der Firma Sarstedt® fiur Serum und Plasma aus vendsem Blut. Die
Probandinnen hielten vor der Blutentnahme mindestens 12 Stunden Nahrungs- und Alkoholkarenz
ein. Die Blutprobenwurden sofort zentrifugiert, aliquotiert und entweder innerhalbvon 48 Stunden

weiterverarbeitet oder bei -80°C bis zur Verwendung gelagert.

Fir die Exploration der Zusammenhange zwischen dem Konsum spezifischer ungesattigter
Fettsduren und Verénderungen der Biomarker OPG und sSRANKL wurden publizierte Daten von
Seethaler et al. herangezogen, die an der LIBRE-1 Kohorte Fettsaureprofile in
Erythrozytenmembranen (RBCM) und im Plasma analysierten (Seethaler et al., 2020). In RBCM
wurden folgende Fettsduren bestimmt und in der vorliegenden Arbeit verwendet: Eicosatriensaure
(ETA, 20:3 n-3), Eicosapentaensédure (EPA, 20:5 n-3), Docosapentaensdure (DPA, 22:5 n-3),
Docosahexaensdure (DHA, 22:6 n-3), Arachidonsdure (ARA, 20:4 n-6), Linolsaure (CLA, 18:2 n-
6), Olsaure (18:1 n-9), Gondosaure (20:1 n-9), Nervonsiure (24:1 n-9). Im Plasma wurde alpha-
Linolensdure (ALA, 18:3 n-3), gamma-Linolensaure (GLA, 18:3, n-6), Dihomo-gamma-
Linolensaure (DGLA, 20:3 n-6), Eicosadiensdure (EDA, 20:2 n-6) EPA, DPA, DHA, CLA und
ARA bestimmt.

3.4. Enzyme-linked Immunosorbent Assays

Fir die nachfolgenden Analysen wurden insgesamt 98 Aliquots von 49 ¢gBRCAL1/2-
Mutationstragerinnen von den Zeitpunkten SE und V1 auf den Proteingehalt von OPG und
SRANKL ausgewertet. Fur die quantitative Messung von total SRANKL (REF: K1016) und OPG
(REF: K1011) wurden kommerziell verfugbare Sandwich Enzym Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) Kits der Firma Immundiagnostik AG (Bensheim, Deutschland) verwendet. Die OPG

Systeme sind spezifisch sowohl fir monomere und dimere OPG Molekile als auch fiir
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OPG/RANKL Komplexe mit einer Sensitivitat von 0,08pmol/l. Die SRANKL Systeme sind
spezifisch sowohl fir I0sliches als auch an OPG gebundenes RANKL mit einer Sensivititat von
0,025pmol/l. Die Tests wurden nach Arbeitsanleitung des Herstellers in einem zertifizierten SL
Genlabor der gynakologischen Tumorgenetik des Klinikums rechts der lIsar durchgefihrt. Alle
Proben wurden in Doppelbestimmung auf der gleichen Mikrotiterplatte gemessen.
Messwiederholungen wurden durchgefiihrt sofern die Messungen aulRerhalb der Kalibrationskurve
lagen. Die bei 450 nm photometrisch gemessenen Rohdaten in optischer Dichte wurden (Uber
mitgefihrte Standardkurven in Konzentrationen umgerechnet. Die Standardkurven wurde Gber im
Testkit enthaltenen Standards nach Abzug der mitgefihrten Leerwerte als polynomishe
Trendfunktionen erstellt.

Nach Herstellerangaben wurden insgesamt 6 Standards und 2 Kontrollen fir sSRANKL und 6
Standards und 1 Kontrolle fur OPG bei jedem Kit mitgefthrt. Insgesamt wurden 6 Kits fur
SRANKL und 4 Kits fir OPG verwendet. Zur Qualitatskontrolle wurden die intra- und inter-Assay
Variationskoeffizienten (CV) fur jedes Kit berechnet. Der Inter-assay CV beschreibt die
Ubereinstimmung der Kontrollen zwischen den Kits wiahrend der intra-assay CV angibt, um
wieviel Prozent die Messwiederholungen einer Probe im Kit voneinander abweichen. Die inter-
assay CV lagen zwischen 5,6% flir sSRANKL und 6,5%flr OPG. Die intra-assay CV lagen bei 3,5%
fir OPG, 12,6% fur die niedrige SRANKL Kontrolle und 8,7% fir die hohe sSRANKL Kontrolle.
Intra- und inter-assay CV unter 15% bzw. 10% werden in der Literatur als ausreichend angesehen
(Schultheiss & Stanton, 2009). Der CV wird als Verhéltnis von Standardabweichung zum
Mittelwert in Prozent als Abweichung vom Mittelwert angegeben (Hanneman et al., 2011). Alle
Standards und Kontrollen befanden sich im vom Hersteller angegebenen Standardbereich, mit
Ausnahme einer niedrigen SRANKL Kontrolle, welche 6% uber der oberen Norm der

Herstellerangaben lag.

Die Standardkurven fir SsRANKL wurden mittels \erdunnungsreihen aus dem
Herstellerkonzentrat in 1.3 \erdinnungsschritten erstellt. Fir OPG wurden fertige
Standardkonzentrate (0; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 pmol/l) verwendet. Fur beide Proteine wurden mit
polyklonalen anti-human-OPG Antikdrper beschichtete 96-wells Mikrotiterplatten verwendet
(Abbildung 5).
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Abbildung 5. Aufbau und Arbeitsschritte der (A) SRANKL und (B) OPG ELISA.
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Eine mit polyklonalemanti-human OPGFanger-Antikorper (AK) beschichtete Mikrotiterplatte wurde mit
Patientenseruminkubiert. BeisRANKL als Doppelsandwich-ELISA wurde der anti-human OPGFénger-AK
zundchst mit OPG inkubiert. Im ndchsten Schritterfolgte die schrittweise Inkubation zunéchst mit einem
biotinylierten monoklonalenanti-sRANKL Detektionsantikérper und dann mit einemStreptavidin-Peroxidase
Konjugat zur Komplexbildung. In einer enzymatischen Reaktion durch das Substrat Tetramethylbenzidin (TMB)
erfolgte der Farbumschlagvonblau zu gelb, welcherimPhotometer als optische Dichte gemessenwurde.

Fir sSRANKL wurden die Serumproben im Verhéltnis 1:10 mit Waschpuffer verdiinnt, fur OPG
wurden unverdinnte Serumproben verwendet. Standards, Kontrollen, Serumproben, sowe die
OPG Losung fur den sSRANKL ELISA wurden zu je 50 ul (SRANKL) bzw. 20 ul (OPG) in die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Bei SRANKL als Doppelsandwich-ELISA erfolgte
zunéchst eine Inkubation fiir 16-24 Stunden bei 4°C fir die Inkubation von SRANKL und OPG an
den fixierten anti-OPG-Fangerantikorper. Im néchsten Schritt erfolgte eine Inkubation mit einem
biotinylierten monoklonalen anti-sSRANKL Detektionsantikorper (Abbildung 5A). Im sRANKL
ELISA wurde dieser im Verhéltnis 1:1001 angesetzt und jeweils 100 pl fir 2 Stunden bei
Raumtemperatur (18-26°C) inkubiert. Bei OPG wurden 50 ul unverdinnt fir 4 Stunden bei
Raumtemperatur (18-26°C) inkubiert (Abbildung 5B). Nach der Inkubation wurde der
Uberschissige Detektionsantikorper durch Auswaschen mit Waschpuffer entfernt. Es folgte die
Inkubation mit einem Streptavidin-Peroxidase-Konjugat zur Komplexbildung der Streptavidin-
Peroxidase und des Detektionsantikorpers tber die spezifische Bindung an Biotin. Im sRANKL
ELISA wurde dieses im Verhéltnis 1:1001 angesetzt und mit jeweils 100 pl fur 1 Stunde bei 4°C
inkubiert. Im OPG ELISA wurden 200 pl Streptavidin-Peroxidase-Konjugat fir 1 Stunde bei
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Raumtemperatur (18-26°C) inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Uberschissige
Detektionsantikorper durch Auswaschen mit Waschpuffer entfernt. Alsenzymatisches Substrat fiir
die Streptavidin-Peroxidase wurde T etramethylbenzidin (T MB) verwendet und 100 ul TMB
(SRANKL) bzw. 200 ul (OPG) fir 30 Minuten bei Raumtemperatur (18-26°C) im Dunkeln
inkubiert. Die Enzymreaktion wurde durch die Zugabe von 50 ul einer ELISA-Stoppldsung
abgestoppt, wodurch ein Farbumschlag von blau zu gelb erfolgte. Die chromogene Verbindung
wurde bei 450nm in einem automatisierten Mikrotiterplatten-Photometer (MultiSkan™ FC
Version 1.00.96, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) gemessen. Fir eine detaillierte
Auflistung der Testkit Inhalte, Materialliste und die Spezifizierung der Laborgerate siehe Anhang.

3.5. Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mit der Software GraphPad Prism Version 8.4.3. fir MacOS
(GraphPad Software, San Diego, California, USA) durchgefihrt. Fir sSRANKL wurden Daten von
13 Probandinnen aufgrund von Messfehlern ausgeschlossen, da die Serumkonzentrationen dieser
Probandinnen unterhalb der Detektionsgrenze des ELISA Tests lagen. Fir OPG wurden bei 2
Probandinnen keine Konzentrationen gemessen. Dies fuhrte somit fur OPGzu einer Reduktion der
Studienteilnehmerinnenauf 20 in der IG und 27 in der KG und fir sSRANKL zu einer Reduktion
auf 15 in der IG und 13 in der KG (Abbildung 6).

Abbildung 6. Flussdiagramm der Probandenselektion ausder LIBRE-1 Studienkohorte.

Probandinnen mit Blutproben und klinischen Daten zu SE und V1 (n=49)
Ausgeschlossene Daten:
* Fehimessungen: n=2
G PO > OPG: n=20
esam L 5
LIBRE-1 > IG-n=33 > 1G:n=22 » Datenkuration
Einschluss: S » sRANKL:n=17
Frauen mit einer | :
; Ausgeschlossene Daten:
KBBC:1':2 + Negative Konzentrationen: n=5
eimbahn-
Mutation
e > OPG: n=27
(n=68) - K%?Sna:gg ————— » CG:n=27 » Datenkuration
———————————————————————————————————————————————— » sRANKL:n=19
Ausgeschlossene Daten:
* Negative Konzentrationen: n=8

Von den 68in die LIBRE-1 Studie eingeschlossenen Patienten lagen bei22 Probandinnen der Interventionsgruppe
(IG) und bei 27 Probandinnender Kontrollgruppe (KG) Blutprobenundalle klinischen Daten zu SEund V1 vor.
Von dieser Kohorte wurdenwegen fehlender oder negativ gemessener Konzentrationen bei 7 Probandinnen in der IG
(2 fir OPG und 5 fiirsRANKL) und 8 Probandinnenin der CG (alle fiir SRANKL) keine Messwertein der
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vorliegenden Analyseverwendet. BRCAL/2, Breast Cancer Genes 1und 2; KG, Kontrollgruppe; IG,
Interventionsgruppe; OPG, Osteoprotegerin; SE, Studieneinschluss; SRANKL, soluble receptor of nuclear factor kB
ligand; V1, drei Monatenach SE.

Fur die Bewertung der Daten auf Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk Test sowe
Histogramme zur graphischen Einschatzung verwendet. SRANKL als ein Endpunkt der Analyse
stellte sich nicht normalverteilt dar, sodass fur eine konsistente Darstellung alle metrischen Daten
als nicht normalverteilt angenommen und als Median mit Interquartilsabstand dargestellt wurden.
Der Mann-Whitney U Test wurde fur den Test auf Unterschied zwischen zwei unabh&ngigen
Gruppen verwendet. Fiir kategoriale Variablen wurde aufgrund der kleinen Fallzahlen der Fisher’s
Exact T est verwendet (H.-Y. Kim, 2017). Der Wilcoxon matched-pairs signed-rank T est wurde fir
den Test auf Unterschiede zwischen den abhangigen Zeitpunkten SE und V1 innerhalb der
klinischen Gruppen verwendet. Assoziationen zwischen zwei Variablen wurden mit dem
Spearmans rank Korrelationskoeffizienten (r), Assoziationen zwischen mehr als zwei Variablen
mittels multivariaten linearen Regressionsmodellen getestet. Multiples Testen wurde nach der
Methode von Benjamini und Hochberg auf eine 5%-False Discovery Rate (FDR) adjustiert
(Benjamini & Hochberg, 1995). Adjustierte p-Werte (g) < 0,05 wurden als statistisch signifikant
betrachtet. Alle Testswurden als per Protokoll Auswertungen durchgefthrt.

Einige SRANKL Messungen zeigten eine starke Streuung um den Median, was zu grofen
Varianzen in den Daten fuhrte. Daher wurde eine statistische AusreiBeranalyse mittelsder T ukey
Methode fir Boxplots durchgefihrt (Tukey, 1949), welche Proteinkonzentrationen von 8
Probandinnen als potentielle Ausreiler identifizierte. Es wurde jedoch auf den Ausschluss dieser
Daten aus den folgenden Griinden verzichtet: es gibt derzeit keine klinischen Referenzwerte fir
OPG und sRANKL im Kontext familidrer Brustkrebserkrankungen, daher sind auch keine
Aussagen in Bezug auf klinische Implausibilitat moglich. Zweitens ergaben sich keine Hinweise
fiir Fehlmessungen, sodass durch den Einschluss aller gemessenen Konzentrationeine Beliebigkeit
in der Datenauswahl ausgeschlossen wird. Drittens flhrte der Vergleich der Ergebnisse mit und
ohne AusreiRer zu dahnlichen Ergebnissen.
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4. Ergebnisse

4.1. Studienpopulation

Die Kklinischen Basisdaten waren fiir alle Probandinnen (n=49) verfigbar, von denen 7 in Kéln, 8
in Kiel und 34 in Munchen rekrutiert und betreut wurden. Zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses
zeigten sich hinsichtlich der beschriebenen Probandencharakteristika keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Studiengruppen (T abelle 1). Auch ergab sich kein Hinweis auf einen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen der in dieser Arbeit verwendeten Kohorte (n=49)
und der LIBRE-1 Gesamtkohorte (n=68, Daten nicht gezeigt).

Tabelle 1. Probandencharakteristika beim Studieneinschluss.

Variablen IG (n=22) KG (n=27) Gesamt (n=49)
gBRCAL1 Mutation, n (%) 15 (68%) 17 (63%) 32 (65%)
gBRCA2 Mutation, n (%) 7 (32%) 10 (37%) 17 (35%)
Alter, Jahre 41 (33-48) 43 (35-50) 41 (34-49)
Vorerkrankung mit Brust- oder | 15 (68%) 17 (63%) 32 (65%)
Eierstockkrebs, n (%)?2
Postmenopausal, n (%) ° 11 (50%) 14 (52%) 25 (51%)
Einnahme HRT, n (%) 2 (9%) 5 (19%) 7 (14%)
Einnahme orale Kontrazeption, | 19 (86%) 27 (100%) 46 (94%)
n (%)
BMI > 24,9, kg/m?, n (%) 8 (36%) 11 (41%) 19 (39%)
Raucheranamnese, n (%) 14 (64%) 17 (63%) 31 (63%)
Schwangerschaft, n (%) ° 15 (68%) 18 (67%) 33 (68%)
Stillzeit, n (%) ' 12 (55%) 15 (56%) 27 (55%)
VO_peak, ml/min/kg ¢ 23 (21-28) 28 (22-32) 26 (22-31)
MEDAS score, %" 46 (36-64) 36 (29-50) 46 (36-64)
OPG, pg/ml 59 (44-71)! 54 (40-70) 57 (43-70)
SRANKL, ng/ml 126.4 176.4 152.5
(39.7-5673.9)% (52.2-2341.9)! (44.1-422.8)™

Darstellung der Werte als Mediane mit Interquartilsabstand (Alter, VO.peak, MEDAS score, OPG, sSRANKL) oder
Anzahl (n). Der statistische Vergleich auf Unterschiede zwischen stetigen Variablen erfolgte mittels Mann-Whitney U
Test, zwischen kategorialen Variablen mittels Fisher’s exact Test. Multiples Testen wurde adjustiert auf eine fake
discovery rate (FDR) von 5% basierend auf Tabelle 1, hierbeiergabensich keine signifikanten Unterschiede zwischen
IG und KG in allen dargesteliten Probandencharakteristika. BMI, body mass index, KG, Kontrollgruppe; HRT,
hormone replacement therapy (Hormonersatztherapie); IG, Interventionsgruppe; MEDAS, Mediterranean Diet
Adherence Screener; OPG, Osteoprotegerin; SRANKL, soluble receptor of nuclear factor kB ligand; VO2peak,
maximale Sauerstoffaufnahme.

2 Erkrankungsstatus (Art der Krebserkrankung und Datumder Erstdiagnose)

b Menopausenstatus (Datumder letzten regelmaRigen Menstruation)

¢ Einnahme einer Hormonersatztherapie tiber einen Mindestzeitraumvon einemMonat (ja/nein)

¢ Einnahme oraler hormoneller Kontrazeptiva iiber einen Mindestzeitraumvon einemMonat (ja/nein)

¢ Ausgetragene Schwangerschaften (ausgenommen Fehlgeburten))
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T Stillen tiber einen Mindestzeitraumvon einemMonat (ja/nein)

9VO,peak (maximale Sauerstoffaufnahme) gemessendurch Spiroergometrie (CPET)
"Nach demvalidierten Mediterranean Diet Adherence Screener (MEDAS)
"n=20,n=47, n=17, 'n=19, ™ n=36

4.2. Veranderungen von OPG und sRANKL

Sowohl die Interventions- alsauch die Kontrollgruppe zeigten einen signifikanten Anstieg in OPG
Serumkonzentrationen im Verlauf der dreimonatigen Interventionsphase (T abelle 2, Abbildung
7A). Die IG zeigte eine signifikante mediane Reduktion von sRANKL, wahrend dies in der KG
nicht statistisch signifikant war (Tabelle 2, Abbildung 7B). Es zeigte sich kein signifikanter

Unterschied zwischen den Studiengruppen.

Tabelle 2. Veréanderungen der OPG und sRANKL Serumkonzentrationen wéhrend der
dreimonatigen Interventionsphase (AVI-SE) innerhalb der Studiengruppen wund im
Gruppenvergleich

IG KG
SE AVl AV1- Differenz SE AVl AV1- Differenz | Differenz
SE innerhalb SE innerhalb | zwischen
der Gruppe der Gruppenin
p(a) Gruppep | Ap(q)
@
OPG (pg/ml) | 59.4 685 | +9.1 0.0073 54.2 66.0 +11.8 0.0004 0.8230
(IG: n=20, (0.0219) (0.0024) | (0.8230)
KG: n=27)
sRANKL 126.4 67.6 | -58.8 0.0232 176.4 159.2 -17.2 0.4653 0.3626
(ng/ml) (0.0464) (0.5584) (0.5439)
(IG: n=17,
KG: n=19)

Zeitliche Verénderungen der Serumkonzentrationen von Osteoprotegerin (OPG) und sRANKL nach einer
dreimonatigen Interventionsphase (AV1-SE) wurden mit dem Wilcoxon matched-pairs signed rank Test getestet.
Unterschiede der Veranderungen der Biomarker im Gruppenvergleich wurden mit dem Mann-Whitney U Test getestet.
Multiples Testen wurde adjustiert auf eine false discovery rate (FDR) von 5% basierend auf Tabelle 2. Die
resultierenden g-Wertesindin Klammern angegeben. KG, Kontrollgruppe; IG, Interventionsgruppe; SRANKL, soluble

receptor of nuclear factor B ligand; V1, drei Monate nach Studienbeginn.
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Abbildung 7. Veranderungen der OPG und sRANKL Serumkonzentrationen wahrend der
dreimonatigen Interventionsphase (AV1-SE) in den beiden Studiengruppen.

(A) (B)
100~ L 10000 -
80 = —
£ s S 1000 -
o 60 = *
O 404
Q Z  100-
O : 3 1
20+ : 7]
O e ot it
SE V1 SE V1 SE V1 SE V1
Il Interventionsgruppe (n=20) Il Interventionsgruppe (n=17)
@® Kontrollgruppe (n=27) ® Kontrollgruppe (n=19)

Darstellung der Daten als Mediane mit Interquartilsabstanden. Die Verdnderung innerhalb der Gruppenim Vergleich
zum Studienbeginn (AV1-SE) wurde mit dem Wilcoxon matched-pairs signed rank Test berechnet und oberhalb der
Graphen mit Sternchen markiert. AV1-SE Unterschiede im Gruppenvergleichwurden mit demMann-Whitney U Test
berechnet. Multiples Testenwurde adjustiert auf eine false discovery rate (FDR) von 5% basierend auf Tabelle 2. Die
resultierenden g-Werte sind in Klammern angegeben. **p < 0.0073 (q < 0.0219); ***p < 0.0004 (g < 0.0024). KG,
Kontrollgruppe; 1G, Interventionsgruppe; OPG, Osteoprotegerin; sSRANKL, soluble receptor of nuclear factor kB

ligand V1, drei Monate nach Studienbeginn.

4.3. Veranderungen von interventionsassoziierten Parametern

Fir VO peak zeigten sich weder innerhalb noch zwischen den Gruppen signifikante Unterschiede
nach der dreimonatigen Interventionsphase, jedoch verbesserte sich die IG, wahrend sich der Wert
fir die KG leicht reduzierte (Abbildung 8A). Beide Studiengruppen verbesserten signifikant den
MEDAS Score (IG: q=0.0002, KG: q=0.0165), auch wenn sich kein signifikanter Unterschied
zwischen beidem Gruppen zeigte (Abbildung 8B).
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Abbildung 8. Verédnderungen in VO,peak und dem MEDAS Score in den Studiengruppen im
Verlauf der dreimonatigen Interventionsphase (AV1-SE).
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Darstellung der Daten als Mediane mit Interquartilsabstdnden. Die Verdnderung innerhalb der Gruppenim Vergleich
zum Studienbeginn (AV1-SE) wurde mit dem Wilcoxon matched-pairs signed rank Test berechnet und oberhalo der
Graphen mit Sternchen markiert. AV1-SE Unterschiede imGruppenvergleich wurden mit demMann-Whitney U Test
berechnet. Multiples Testen wurde adjustiert aufeine false discovery rate (FDR) von 5% basierend auf p-Werten aus
Abbildung 7. Die resultierenden g-Werte sind in Klammern angegeben. Beide Studiengruppen verbesserten den
MEDAS Score signifikantvon SE zu V1. *p (q) < 0.0165, ****p <0.0001 (q < 0.0002). KG, Kontroligruppe; IG
Interventionsgruppe; MEDAS, Mediterranean Diet Adherence Screener; V1, drei Monate nach Studienbeginn;
VO,peak, maximale Sauerstoffaufnahme.

4.4, PUFA Korrelationsanalyse

Die Korrelationsanalyse der PUFA Konzentrationen mit den Biomarkern SRANKL und OPG fur
beide Studiengruppen (n=26) zeigte eine positive Korrelation zwischen einer Zunahme an n-3
PUFA, speziell EPA (Erganzungstabelle 1 im Anhang), in der RBCM und einer Zunahme an OPG
im Serum (Abbildung 9). Die Betrachtungder beiden Studiengruppen ergab fir die IG eine positive
Korrelation zwischen der Zunahme an n-3 PUFA und OPG. Diese Korrelation zeigte sich nach
FDR-Korrektur jedoch als nicht statistisch signifikant (r=0.6176, p=0.0212, g=0.1201). Im
Gegensatz dazu ergaben die Analysen keine signifikante Assoziation zwischenn-3 PUFA und OPG
in der KG (r=0.4545, p=0.1404, q=0.3978).

Fir sSRANKL ergaben sich weder fir die Messungen in RBCM noch im Plasma signifikante
Korrelation zwischen Verdnderungen von n-3, n-6 und n-9 PUFA und Veranderungen des

Biomarkers (Erganzungstabelle 1 im Anhang).
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Vor der FDR-Korrektur zeigten sowohl n-6 PUFA als auch n-9 Olsiure eine signifikante
Assoziation mit im Plasma gemessenen Veranderungen von SRANKL und OPG. Ein Anstieg der
n-6 PUFA war positiv korreliert mit einem Anstieg von SRANKL, wahrend es mit OPG invers

korrelierte. Olsaure zeigte eine gegensitzliche Assoziation (Erganzungstabelle 1 im Anhang).

Abbildung 9. Assoziation zwischen Veranderungen der OPG Serumkonzentrationen und
Verénderungen von n-3 PUFA im Verlauf der dreimonatigen Interventionsphase (AVI1-SE).
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n-3PUFA-Konzentrationensind dargestellt als Prozentsatz der Erythrozytenmembran (RBCM). Korrelationsanalysen
wurden mit dem Spearman’s Rank Korrelationskoeffizienten (r) durchgefiihrt. Multiples Testen wurde adjustiert auf
eine false discovery rate (FDR) von 5% basierend auf den p-Werten aus der Erganzungstabelle 1 im Anhang. Die
resultierenden q-Werte sind in Klammern angegeben. n-3, omega-3 Fettséure; PUFA, polyunsaturated fatty acid;
RANKL, soluble receptor of nuclear factor kB ligand; SE, Studieneinschluss; V1,3 Monate nach Studienstart.

4.5. Multivariate lineare Regression

Im explorativ durchgefiihrten multivariaten Regressionsmodell demonstrierten die bei SE
gemessenen Ausgangswerte von sSRANKL einen signifikanten Einfluss auf die Veradnderung der
SRANKL Level Uber den 3-monatigen Interventionszeitraum (g=0.0018) (Tabelle 3).
Probandinnen mit hohen initialen SRANKL Werten zeigten demnach eine starkere Reduktion der
SRANKL Konzentrationenim Interventionsverlauf im Gegensatz zu Frauen mit initial niedrigen
SRANKL Werten. Zudem deutete die Analyse auf eine Assoziation zwischen Nikotinkonsum und
erhohtenSRANKL Konzentrationen hin. Diese Assoziation zeigte sich nach FDR-Korrektur jedoch
statistisch nicht signifikant (p=0.0815; g=0.4541). Fir OPG demonstrierte die multivariate
Regression einen signifikanten positiven Einfluss der Ausgangswerte von VOjpeak auf
Veranderungen der OPG Konzentrationen, jedoch zeigte sich die Assoziation nach FDR-Korrektur
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statistisch nicht signifikant (p=0.0319, g=0.2871. Bei Probandinnen mit initial hGherer kdrperlicher
Leistungsféahigkeit zu Studienbeginn konnte also ein starkerer Anstieg der OPG Konzentrationen
im Studienverlauf im \ergleich zu Frauen mit initial niedrigeren VO peak Werten gemessen

werden.

Tabelle 3. Multivariate lineare Regressionsanalyse fur den Einfluss konstitutioneller Parameter
auf Verénderungen von OPG und sSRANKL tber im Verlauf der dreimonatigen
Interventionsphase (AV1-SE).

Unabhéngige Variable Abhéngige Variable

AV1-SE sRANKL AV1-SE OPG

Schétzer p(q) Schétzer p(q)
Randomisation zur 1G 382.1 0.6463 (0.8310) | -4.87 0.4214 (0.7814)
Alter -6.82 0.8704 (0.9216) | -0.27 0.4083 (0.7814)
Prémenopausal 1190 0.2213(0.6638) | 4.55 0.5036 (0.8241)
Vorerkrankung mit Brust- oder | -1191 0.1283(0.4619) | 2.71 0.6252 (0.8310)
Eierstockkrebs
BMI zu SE -78.06 0.4049 (0.7814) | 0.93 0.1009 (0.4541)
Raucheranamnese 1642 0.0815 (0.4541) | -1.37 0.7957 (0.9216)
VO2peak, ml/min/kg -65.95 0.4341(0.7814) | 1.33 0.0319 (0.2871)
MEDAS score, % -4.4 0.8571(0.9216) | -0.01 0.5520 (0.8280)
Serum sRANKL zu SE -0.6977 <0.0001 (0.0018) | 0.004 0.9646 (0.9646)
R? (adj. R?) 0.6397 (0.5150) 0.2080 (0.01002)

Multivariate lineare Regressionsmodelle fiir den Einfluss konstitutioneller Parameter auf Veranderungen von OPG
und sSRANKL im Verlauf der dreimonatigen Interventionsphase (AV1-SE). Multiples Testen wurde adjustiertaufeine
false discovery rate (FDR) von 5% basierend auf den p-Werten aus Tabelle 3. Die resultierenden g-Werte sind in
Klammern angegeben. BMI, body mass index; IG, Interventionsgruppe; MEDAS, Mediterranean Diet Adherence
Screener; OPG, Osteoprotegerin; SE, Studieneintritt; SRANKL, soluble receptor of nuclear factor kB ligand; VO-peak,
maximale Sauerstoffaufnahme V1, drei Monate nach Studienbeginn.
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5. Diskussion

Experimentelle Studien weisen darauf hin, dass die Hyperaktivierungdes OPGRANK/RANKL
Signalwegs eine wichtige Rolle in der Differenzierung der weiblichen Brustdrise,
Stammzellexpansion und in der Karzinogenese des gBRCA1/2-assoziierten Mammakarzinoms
spielt (Fataet al., 2000; Schramek et al., 2010; T iede & Kang, 2011). In der vorliegenden Arbeit
wurde das Potential einer strukturierten Lebensstilintervention auf Veranderungen von OPG und
SRANKL Serumkonzentrationen untersucht und es konnte gezeigt werden, dass die Einhaltung
einer mediterranen Erndhrung in Kombination mit einer regelméRigen korperlichen Aktivitat
wirkungsvolle Einflussfaktoren auf die Faktoren OPG und SRANKL darstellen. Nach bestem
Wissen ist dies die erste Analyse, die den Einfluss einer Lebensstilintervention auf die
Serumkonzentrationen von OPGund sRANKL im Kontext von gBRCA1/2-Mutationstrégerinnen
untersucht hat.

5.1. Einfluss korperlicher Aktivitat auf OPG und sRANKL

Korperliche Aktivitat gilt als einer der wichtigsten Reize fir den adaptiven Knochenumbau.
Mechanische Belastung fuhrt iber Mechanotransduktion und komplexe biophysikalische Signale
zu physiologischen Anpassungsvorgangen im Knochen, was zu einer messbaren Erhdhung der
Knochenmassendichte fihrt (Hong & Kim, 2018). Urs4chlich ist dabei die Inhibition der
Osteoklastogenese, welche insbesondere durch den OPG/IRANK/RANKL Signalweg vermittelt
wird (Yuan et al., 2016).

In klinischen Studien wurde beobachtet, dass sowohl kurzfristiges intensives als auch langfristiges
regelméliiges korperliches Ausdauertraining die OPG und RANKL Serumkonzentrationen
moduliert (T obeiha et al., 2020). Zudem zeigte sich, dass insbesondere die OPG Konzentration
durch den Reiz mechanischer Belastung moduliert werden kann (Huretal.,2018; West et al., 2009),
wahrend der Einfluss korperlicher Aktivitat auf SRANKL bisher nicht eindeutig verstanden ist
(Bergstrom et al., 2012).

Ziegler et al. konnten einen sofortigen signifikanten Anstieg von OPG und eine Reduktion von
SRANKL 30 Minuten nach einem Langstreckenlauf nachweisen und zeigten eine Abhangigkeit der
Konzentrationsverédnderung von der Laufdistanz und -dauer (S. Ziegler etal., 2005). In einer Studie

an postmenopausalen Frauen konnte nach einstindigem intensivem kdorperlichen Training
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hingegen nur ein signifikanter Anstieg der OPG Serumkonzentration, nicht jedoch von sSRANKL,
demonstriert werden (C.-S. Kimetal., 2017). Dieser Zusammenhangwurde auch in einer in vitro
Studie von Saunders et al. bestatigt, wonach eine kurzfristige mechanische Stimulation von

humanen Osteoblasten zu einer selektiven Erhéhung von OPG flihrte (Saunders et al., 2006).

Nicht nur temporéres, intensives Training, sondern auch ein langfristiges T rainingsprogramm
scheint zu einer Verdnderung von OPG und sRANKL zu fiihren, woraus sich eine wichtige
Beobachtung hinsichtlich des LIBRE-1 Studiendesigns ergibt. Die intensive Phase der LIBRE-1
Studie hatte als mittelfristige Sportintervention das Ziel einer langfristigen, tber die Studie
hinausgehenden Lebensstilumstellung. Uber einen Interventionszeitraum von drei Monaten konnte
bereits nachweislich eine signifikante Steigerung von OPG erreicht werden. Diese Beobachtung
wird durch die Ergebnisse einer Analyse von Bergstrom et al. bestétigt (Bergstrom et al., 2012).
Hierbei fuhrte eine vergleichbare, ebenfalls ausdauerorientierte, einjahrige Sportintervention bei
postmenopausalen Frauen zu signifikant erhohten OPG Serumkonzentrationen im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Sportintervention (Bergstrom et al., 2012).

Die hier vorliegende und andere Arbeiten stellen tberdies heraus, dass sportlich aktive Individuen
hohere basale OPG Werte aufweisen im Vergleich zu den in der Literatur angegebenen
Referenzwerten (S. Ziegler et al., 2005), was den Einfluss eines dauerhaften aktiven Lebensstils
auf eine persistierende Erhohung von OPG vermuten lasst. Im Regressionsmodell zeigte sich
konklusiv ein positiver Einfluss der initialen korperlichen Fitness, gemessen als VO peak in der
Spiroergometrie, auf die Veranderung von OPGwéhrend der Lebensstilintervention. Je héher der
initiale VO peak desto starker konnten die Probandinnen OPG Konzentrationen tber drei Monate
steigern. Dies suggeriert ebenfalls eine Assoziation zwischen genereller kardiopulmonaler
Leistungsféahigkeit und OPG Serumkonzentrationen. So Il&sst sich vermuten, dass die
Lebensstilumstellung durch die LIBRE-1 Intervention méglichweise fur die Frauen, die bereits
sportlich aktiv waren, einfacher zu gestalten war und insbesondere die nicht supervidierten
Trainingseinheiten effektiver umsetzen konnten. Dennoch weist VO peak in seiner Eigenschaft als
Néherungswert fir korperliche Leistungsfahigkeit auch mdgliche Einschrankungen auf, da einige
Studien einen multifaktoriellen Einfluss epigenetischer, konstitutionell-individueller wie auch
umwelt-assoziierter Faktoren sowie die Art des Trainingsauf die Ansprechbarkeit von VO ;peak
im Rahmen korperlicher Belastung beschreiben (Fiuza-Luces et al., 2018; Grund et al., 2001;
Mattioni Maturana etal., 2021).
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Die meisten Studien konnten einen Zusammenhang zwischen korperlicher Aktivitat und OPG
demonstrieren, wohingegen der Einfluss auf SRANKL bisher unklar ist (Bergstrom et al., 2012).
Wahrend Rubin et al. in vitro an murinen Stromazellen nachweisen konnten, dass SRANKL
grundsétzlich durch mechanische Reize inhibiert werden kann (Rubin etal.,2000), und auch einige
tierexperimentelle Studien eine SRANKL Reduktion durch T rainingsinterventionennachwiesen (J.
Kimetal., 2019; J. P. R. Scott et al., 2011), zeigen viele klinische Studien, dass nur sehr intensives
Ausdauertraining zu einer Reduktion von sRANKL fihrt (Esen et al., 2009). Zudem ist bislang
unklar, ob kérperliche Aktivitat direkt inhibitorisch auf SRANKL wirkt, oder ob dies indirekt auf
eine Erhéhung des inhibitorischen OPG zurtickzufihren ist.

Ziegler et al. suggerierten eine Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen der Reduktion von sSRANKL
und kérperlicher Aktivitat. Sowaren reduzierte SRANKL Serumkonzentrationen ausschlie3lich bei
Probanden nachweisbar, die eine Marathondistanz absolvierten, nicht jedoch bei einer kiirzeren
Distanz von 15km (S. Ziegler et al., 2005). Scott et al. wiesen nach, dass Ausdauertraining
unmittelbar die OPG Konzentrationen steigerte, jedoch nur hochintensives Ausdauertraining
zusatzlich zu einer sSRANKL Reduktion fihrte (J. P. R. Scott et al., 2011). Auch fuhrte ein 10-
wochiges Training bei Mannern nur bei hoher Intensitat (70-75%VO,peak) zueiner Reduktion von
SRANKL, nicht jedoch ein T rainingmit moderater Intensitét (50-65%VO peak) (Esen et al., 2009).
Die hier vorliegenden Ergebnisse unterstiitzen diese Beobachtungen. Es konnte gezeigt werden,
dass sich die sRANKL Konzentrationen zwar in beiden Studiengruppen verminderten, die
\eranderung nach dreimonatiger Intervention jedoch nur in der IGsignifikant war (Abbildung 7B).
Dies konnte darauf hinweisen, dass nur ein strukturiertes und supervidiertes
Interventionsprogramm wie in der LIBRE-1 Studie, in der Lage ist, eine ausreichende Intensitat
sicherzustellen, die laut aktueller Datenlage fir eine suffiziente Reduktion von sRANKL
notwendig ist. Jedoch konnte kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Studiengruppen
nachgewiesen werden. Die Sportintervention fur die IG zielte auf ein moderates Aktivitatsniveau
ab mit einer durchschnittlichen Zielbelastung von 60%VO ,peak. Wahrend dieses Aktivitatsniveau
mit einer Reduktion von Morbiditat und Mortalitat bei Brustkrebspatientinnen assoziiert ist
(Holmes et al., 2005) und die 1G im Gegensatz zur KG die kardiopulmonale Leistungsfahigkeit
(gemessen als VO peak) steigern konnte (Abbildung 8A), kénnte der Unterschied im Vergleich zu
einem ebenfalls hohen Aktivitatsniveau in der sehr gesundheitsorientierten Kontrollgruppe

insgesamt nicht ausreichend gewesen sein, um einen signifikanten Unterschied zwischen beiden
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Studiengruppen in der Reduktion von sRANKL Konzentrationen zu erzielen. Demnach sind
weitere grof’ angelegte Studien mit einem intensiveren Studiendesign erforderlich, um den Einfluss

korperlicher Aktivitat auf SRANKL bewerten zu kénnen.

Weitere Arbeiten verweisen (berdies auf den entscheidenden Einfluss der Art der mechanischen
Belastung, wie axiale oder biegende Krafte, some hormoneller Einflusse, auf die Zellantwort und
damit Veranderungen von OPG und sRANKL Serumkonzentrationen (Liegibel et al., 2002;
Saunders et al., 2006). Confounder-Effekte, we Menopausenstatus, systemische
Knochenerkrankungen oder T raumata, konnten so auch eine mogliche Erklarung fir die grole
Streuung in den hier vorliegenden SRANKL Daten darstellen. Einige Studien, die keine Effekte
von T rainingsinterventionen auf OPG und sSRANKL postulierten, zeigten jedoch Veranderungen
anderer Proteine, insbesondere der RANKL-aktivierenden Zytokine TNF-a und IL-6, die sich
durch langfristige Ausdauerinterventionen deutlich reduzierten (J. Kim et al., 2019; Marqueset al.,
2013). Daher konnte die Bewertung des Nutzensvon Trainingsinterventionen nur in Bezug auf
Verédnderungen von OPG und RANKL klinisch zu kurz greifen, da diese Zytokine ebenfalls
knochenresorptiv wirken und sich direkt oder indirekt auf den OPG/RANK/RANKL Signalweg

auswirken.

Konkludierend zeigt die derzeitige Studienlage, dass korperliche Aktivitat zu einer Erh6hung der
OPG Serumkonzentration und moglicherweise einer Reduktion von SRANKL fihrt. Dies konnte
in der vorliegenden Analyse anhand einer dreimonatigen ausdauerbasierten Lebensstilintervention
auch im Hochrisikokollektiv der gBRCA1/2-Mutationstragerinnen gezeigt und damit der primére

Endpunkt der hier vorliegenden Analyse bestatigt werden.

5.2. Einfluss des metabolischen Status auf OPG und sRANKL

Wéhrend, wie oben beschrieben, der direkte, physikalische Effekt kdrperlicher Aktivitat auf
SRANKL bisher unklar ist, scheint SRANKL maRgeblich vom metabolischen Status abh&ngig zu
sein (Irwin et al., 2009). Adipositas fiuhrt zu ubiquitdaren metabolischen Dysfunktionen durch
Forderung pro-inflammatorischer Prozesse, Angiogenese und Aktivierung anaboler Signalwege,
wie zirkulierende Sexualhormone, Insulin und Zytokinen (Gotoetal.,2011; G.-Y. Liu etal., 2014),
und konnte dartber mit einer Erhohung der SRANKL Konzentration assoziiert werden (Kalkan &

Becer, 2019). So fiihren beispielsweise erhdhte Konzentrationen angiogenetischer Biomarker, wie
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dem vascular endothelial growth factor, und Leptin, als zentraler Aktivator der RANKL-
vermittelten Osteoklastenaktivierung, zu signifikant erhéhten SRANKL Serumkonzentrationen bei
Adipositas (J. J. Cao, 2011; Yihai Cao, 2007; Chen & Yang, 2015; Duggan et al., 2016; Guo et
al., 2021; G.-Y. Liu et al., 2014; Min et al., 2003; Stofkova, 2009). Neben dem Einfluss auf OPG
und RANKL gibt es Hinweise dafiir, dass der metabolische Status direkt das Expressionslevel der
BRCA1 mRNA modulieren (Wangetal., 2009). Wahrend kdrperliche Aktivitat die physiologische
MRNA-Expression von BRCA1 steigert und so mdglicherweise die Effekte der BRCA1/2
Defizienz abschwéchen kann (Pettapiece-Phillips et al., 2015; Salmena & Narod, 2012), fiihren
Adipositas und speziell das pro-inflammatorische und diabetogene Zytokin IGF-1 zu einer
verminderten Genexpression von BRCA1 (Di et al., 2010). (Hudelist et al., 2007; Werner &
Bruchim, 2012).

Diverse Studien zeigen, dass die Einhaltungeiner MedD den metabolischen Status verbessern kann
(Godos et al., 2017; Rumawas et al., 2009). Studien berichten tber eine Reduktion der Pravalenz
des metabolischen Syndromsum 70% zwei Jahre nach Umstellung auf eine MedD (Esposito et al.,
2004). Bruno et al. zeigten in einer der LIBRE-1 Studie ahnlichen Interventionsstudie mit
gBRCAL/2-Mutationtragerinnen, dass eine MedD-basierte Ernahrungsintervention tiber 6 Monate
zu einer signifikanten Verbesserung des MEDAS Score fihrte und sich Parameter des
metabolischen Syndroms deutlich reduzierten (Bruno et al., 2018). Die vorliegenden Ergebnisse
bestatigen diese Zusammenhédnge. Die dreimonatige LIBRE-1 Intervention flihrte zu einer
signifikanten Verbesserung des MEDAS Score (Abbildung 8B) bei den Studienteilnehmerinnen
und so moéglicherweise zu einer Verbesserung des metabolischen Status. Daher kdnnte die hier
beschriebene signifikante SRANKL Reduktion in der IG uber drei Monate (Abbildung 7B) nicht
nur durch die Sportintervention, sondern maligeblich auch durch die Erndhrungsumstellung auf
eine MedD bedingt sein. Pasanisi et al. zeigten in einer ahnlichen Studie an gBRCAL/2-
Mutationstragerinnen, dass eine diatetische MedD Intervention durch Verminderung von IGF-1 zu
einer Reduktion von SRANKL flhrte (Pasanisi et al., 2018).

Die Bewertung des metabolischen Einflusses auf die Biomarker OPG und sRANKL bei
gBRCAL/2-Mutationstragerinnen ist von groRem wissenschaftlichem Interesse. Einerseits besteht
ein direkter Zusammenhang zwischen metabolischem Syndrom und Brustkrebs (lyengar et al.,
2018; Nkondjock & Ghadirian, 2004; Sellers, 2002; Zahid et al., 2016), andererseits gibt es
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Hinweise fir ein erhdhtes Risiko metabolischer Erkrankungen bei Anlagetragerinnen einer
pathogenen Variante der BRCA1/2 Gene (Bordeleau et al., 2011; Dumaiset al., 2017).

5.3. Einfluss von PUFA auf OPG und sRANKL

Einige Studien konnten den Einfluss konkreter Nahrungsmittel, insbesondere ungesattigter
Fettsauren, auf das Brustkrebsrisiko nachweisen. So ist ein hoher Konsum von n-3 PUFA und der
n-9 MUFA Olsaure (18:1) mit einem reduzierten Brustkrebsrisiko assoziiert (Martin-Moreno et al.,
1994; Shannon et al., 2007). Insbesondere die n-3 PUFA EPA und DHA, welche vor allem in
Kaltwasserfischen wie Lachs vorkommen, scheinen invers mit dem Brustkrebsrisiko assoziiert zu
sein (Fabian et al., 2015; Jianget al., 2012; Kuriki et al., 2007; Shannon et al., 2007; Zheng et al.,
2013). Studien berichten Uber eine Risikoreduktion fur Brustkrebs bis zu 20-35% bei einer
Erh6hung der n-3/n-6 Ratio, jedoch ist eine optimale risikoreduktive Dosis bisher nicht bekannt
(MacLennan et al., 2013; Signori et al., 2011). Im Gegensatz dazu konnten n-6 PUFA und
gesattigte Fettsauren in einen Zusammenhang mit Brustkrebsentstehung gebracht werden (Xia et
al., 2015). In Hinblick auf die Biomarker OPG und sSRANKL berichten viele Studien Gber erhohte
OPG und verringerte RANKL Konzentrationen nach n-3 und n-9 PUFA Aufnahme sowie eine
inverse Assoziation zu n-6 PUFA (Bhattacharyaetal., 2005; Naranjo et al., 2016). So beobachteten
Martin-Bautista et al. an einer Kohorte von 72 hyperlipiddmischen Patienten und Fonolla-Joya et
al. in einer Erndhrungsstudie an postmenopausalen Frauen nach einem einjahrigen Konsum von
EPA und DHA-angereicherter Milch einen signifikanten Anstieg von OPG und eine signifikante
Reduktion von sSRANKL Serumkonzentrationen. (Fonolla-Joyaetal.,2016; Martin-Bautistaetal.,
2010)

In der vorliegenden Arbeit konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer vermehrten
Aufnahme von n-3 PUFA, insbesondere von EPA, und einer Erh6hung von OPG gezeigt werden
(Abbildung 9). In der Subgruppenanalyse der Studienarme zeigte sich zudem nur fir die 1G ein
(vor FDR-Korrektur) signifikanter positiver Zusammenhang zwischen n-3 PUFA und OPG. Dies
konnte darauf hinweisen, dass insbesondere eine strukturierte Erndhrungsintervention, wie in der
LIBRE-1 Studie, sich positiv auf das n-3 PUFA Profil auswirken kann. Der in der Literatur
beschriebene negative Zusammenhang zwischen einer vermehrten n-3 PUFA Aufnahme und
reduzierten SRANKL Konzentrationen konnte in dieser Arbeit nicht repliziert werden. Eine
maogliche Erklarung hierfur konnte der Fokus der LIBRE-1 MedD sein. Nicht nur der n-3 PUFA
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Konsum per se, sondern auch die spezifische nutritive Quelle scheint insbesondere bei n-3 PUFA
eine entscheidende Rolle in Bezug auf die in vivo Wirkung zu spielen. So scheinen n-3 PUFA aus
Fisch oder Fischol deutlich protektiver zuwirken als solche aus pflanzlichen Olen (Hillyer et al.,
2020). Die LIBRE-1 MedD Intervention fokussierte sich jedoch weniger auf Nusse und Fisch mit
hohem n-3 PUFA Anteil, sondern insbesondere auf den Konsum von Olsaure-reichem Olivendl.

Wahrend die aktuelle Datenlage der n-3 PUFA eine Risikoreduktion fur Brustkrebs zuschreibt, ist
der Einfluss der n-6 PUFA auf das Brustkrebsrisiko bisher nicht eindeutig. Wéhrend manche
Ergebnisse keine oder sogar eine inverse Assoziation zwischen n-6 PUFA und Brustkrebs zeigen
(Burns et al., 2018; Rissanen et al., 2003; Sakai et al., 2012), konnten die meisten Studien hohe
Konzentrationen von n-6 PUFA, vor allem von Arachidonsdure (ARA, 20:4) und dem Metaboliten
Linolsdure (18:2) eindeutig mit der Entstehung von Brustkrebs assoziiert werden (Chang et al.,
2013; Shannon et al., 2007; R. G. Ziegler et al., 1993). Im Knochen fuhrt ARA durch Férderung
der Osteoklastenaktivitat zu erhohten RANKL und verminderten OPG Konzentrationen (Casado-
Diaz et al., 2013; Coetzee et al., 2007; Poulsen et al., 2008). Die vorliegenden Ergebnisse fur n-6
PUFA und OPG/RANKL scheinen die derzeitige Datenlage zu unterstitzen. n-6 PUFA, gemessn
im Plasma, konnten positiv mit SRANKL und negativ mit OPGassoziiert werden. Da sich die n-6
PUFA in beiden Studiengruppen der Gesamtkohorte im Verlauf der Intervention reduzierten
(Seethaler et al., 2020), ist auch hier von einer gunstigen Beeinflussung der Fettsaureprofile durch

die LIBRE-1 Intervention auszugehen.

Die 18:1 n-9 MUFA Olsaure, die mit 72-84% ein Hauptbestandteil von kaltgepresstem Olivendl
ist und somit ein wichtiger Bestandteil der MedD darstellt, scheint dhnlich wie n-3 PUFA
protektive Effekte auf Inflammation und Brustkrebsentstehung zu haben (Carrillo et al., 2012;
Zhou et al., 2016). So konnte in einer mediterranen Ern&hrungsstudie eine Reduktion des
Brustkrebsrisikos von 62% bei Patientinnen, die Olivendl supplementieren, nachgewiesen werden
im Vergleich zur Kontrollgruppe (Mourouti & Panagiotakos, 2016). Zudem gilt Olsaure als
potenter Inhibitor der Osteoklastogenese (Martin-Bautista et al., 2010; Naranjo etal., 2016), wobei
im Vergleich zu marinen n-3 PUFA nur geringere modulierende Effekte auf OPG und RANKL
nachgewiesen werden konnten (Hillyeretal.,2020). Wéhrendsich in der vorliegenden Arbeit keine
signifikanten Ergebnisse zeigten, konnten Seethaler et al. an PUFA Messungen in RBCM von
LIBRE-1 Probandinnen demonstrieren, dasssich n-9 MUFA in beiden Studiengruppen im Verlauf
der LIBRE-1 Lebensstilintervention deutlich erhéhten (Seethaler et al., 2020).



Zusammenfassend zeigen sich die hier gezeigten Korrelationsanalysen verschiedener PUFA mit
den Biomarkern OPG und sRANKL konklusiv in Bezug auf die aktuellen Forschungsergebnisse.
Die hiervorliegenden Ergebnisse lassen vermuten, dass die MedD tber die Veranderung der PUFA
Aufnahme die Serumkonzentrationenvon OPGund sRANKL positiv beeinflussen kann und leisten
somit maglicherweise einen Beitrag zum Verstdndnis der onkoprotektiven Effekte mediterraner

Diat sowie zur Ableitung alimentarer Praventionsstrategien im Hochrisikokollektiv.

Ein hdufiges Problem bei Lebensstilinterventionen stellt zum einen die Compliance der
Studienteilnehmer da, welche jedoch bei der MedD im Vergleich zu anderen Erndhrungskonzepten
hoch ist, zum anderen basiert die Datenerhebung meist auf Eigenangaben. Es gibt zwar validierte
Erndhrungsfragebogen, wie den MEDAS Fragebogen, jedoch besteht insgesamt ein hohes Risiko
fir Reporting Bias (Cook, 2010), auch variiert die qualitative Fettzusammensetzung in
Lebensmitteln der gleichen Kategorie. Ein grof3er Vorteil der hier vorliegenden Analyse ist daher,
dass die PUFA Profile in RBCM als ein objektiverer Parameter in Hinblick auf das
Erndhrungsverhalten von Fett verwendet wurden (Sun et al., 2007). In diesem Zusammenhang
zeigten Poppitt et al., dass insbesondere Olsaure, EPA und DHA serologische Marker fiir
Compliance im Rahmen kurz- bis mittelfristiger Lebensstilinterventionen darstellen und
Verdnderungen im Ernahrungsverhalten objektiv widerspiegeln (Poppitt et al., 2005). Andere
Studien  verweisen jedoch auf prolongierte \eranderungen in RBCM durch eine
Ern&hrungsumstellung (Fabian et al., 2015; Katan et al., 1997), sodass sich einige Effekte der
LIBRE-1 MedD Interventionin den Messungen nach 3 Monaten maglicherweise noch nicht
widerspiegeln. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass in RBCM gemessene PUFA sich auch durch
korperliche Aktivitat verandern kénnen ohne Anderungen im Ernahrungsverhalten (Tutino et al,,
2018), damit waren Verdnderungen in der RBCM nicht als isolierter Effekt der MedD

Erndhrungsintervention zu werten.

5.4. Einfluss konstitutioneller Parameter auf OPG und sRANKL

In der explorativen multiplen linearen Regressionsanalyse wurde der Einfluss ausgewdhlter
Patientencharakteristika zum Zeitpunkt SE auf die Veranderungen der sRANKL und OPG
Serumkonzentrationen im Verlauf der dreimonatigen Intervention eruiert, um moégliche Hinweise

auf konstitutionelle und klinische Abhangigkeiten zu erlangen.
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Hinsichtlich SRANKL deuten die hier vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass gBRCAL1/2-
Mutationstragerinnen mit initial erhdhten SRANKL-Konzentrationen bei starkerer Reduktion des
Biomarkers im Studienverlauf mehr von der Lebensstilintervention profitieren als
Anlagetragerinnen mit niedrigeren SRANKL Ausgangswerten. So scheinen insbesondere
diejenigen Probandinnen, die zuvor einen weniger gesunden Lebensstil fihrten, ihren
metabolischen Status verbessern zu kénnen (Irwin et al., 2009). Bei Frauen mit initial niedrigen
SRANKL Werten und einem mdglicherweise bereits vor Studienbeginn aktiveren Lebensstil
konnte eine Art Sattigungseffekt vorliegen. Einschrankend lasst sich keine reine Kausalitét
zwischen Lebensstil und sRANKL Serumwerten ableiten, da weitere endogene Faktoren, wie
beispielsweise chronisch-entziindliche Erkrankungen oder ko-seggregierende genetische Modifier
eine Rolle spielen kdnnten, die sich nur bedingt durch Lebensstilveranderungen modulieren lassen.
Dennoch lassen die vorliegenden Ergebnisse vermuten, dass die initiale Serumkonzentration von
SRANKL maoglicherweise ein potentieller Pradiktor fur das Ansprechen des Biomarkers auf eine
Lebensstilumstellung darstellt und sich die relative Veranderung des Biomarkers auf das

modulierende Potential von Gesundheitsverhalten auswirkt.

Die vorliegende Arbeit zeigt den potentiellen Einfluss von Lebensstilmodifikationen auf
Verénderungen von OPG und sRANKL, kann jedoch keinen prognostischen Beitrag in Bezug auf
Brustkrebsinzidenz oder -mortalitdt leisten. Derzeit ist noch unklar, ob OPG und sRANKL
prognostische serologische Marker fiir das Risiko einer spateren Brustkrebserkrankung darstellen.
Vik et al. beschrieben eine inverse Assoziation zwischen OPG und gBRCA1/2-assoziiertem
Brustkrebs und zeigten, dass Frauen mit hohen initialen OPG Werten eine signifikant geringeres
Brustkrebsrisiko aufwiesen (MVik et al., 2015). Kiechl et al. beschrieben ein finffach erhdhtes
Brustkrebsrisiko bei Frauen mit erhéhten Progesteron- und RANKL Werten (Kiechl et al., 2017).
Demgegentber fanden Kotsopoulos et al. keine Beziehung zwischen OPG oder sRANKL und
einem erhohten Brustkrebsrisiko (Kotsopoulosetal.,2020; Zamanetal.,2019). Zusammenfassend
scheint die aktuelle Datenlage von einem limitierten prognostischen Potential von OPG und
SRANKL Konzentrationen auf die Risikoabschatzung fir eine Brustkrebserkrankung auszugehen.
Alle hierbeschriebenen Studien postulierten jedoch, dass bereits eine einmalige Messung von OPG
und sSRANKL das Brustkrebsrisiko viele Jahre spéter vorhersagen kénnte. Diessteht deutlich im
Gegensatz zu dieser Arbeit, die zeigt, dass OPG und sRANKL dynamische Biomarker sind und

sich bereits durch mittelfristige Lebensstilmodifikation beeinflussen lassen. Dahingehend sollte in
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die Bewertung des prognostischen Potentials der Biomarker auch die dynamische Veranderung im
Zeitverlauf eingehen. Hierzu bedarf es weiterer klinischer prospektiver Studien.

5.5. Limitationen

Wahrend sich die Serumkonzentrationenvon OPG und sRANKL im Interventionsverlauf starker
in der I1G veranderten, konntekein signifikanter Unterschiedzwischen den Studiengruppen erreicht
werden. Dies weist darauf hin, dass alle Probandinnen der LIBRE-1 Studie, unabhé&ngig vom
Studienarm, Veranderungen im Gesundheitsverhalten zeigten. Eine Erklarung dafir stellt ein
Selektionsbias der LIBRE-1 Kohorte dar fur Probandinnen mit einem Interesse an gesundem
Lebensstil und einer Offenheit gegendiber Lebensstilverdanderungen (Bonanni & Lazzeroni, 2013).
Viele Studien zeigten, dass sich eine Krebspradisposition oder -diagnose positiv auf das
langfristige Gesundheitsverhalten auswirkt und das Risikobewusstsein stark beeinflusst (Meisel et
al., 2017; Tercyak et al., 2019; Tsay et al., 2017). Insbesondere die Randomisierung zur
Kontrollgruppe kann fir eben solche Individuen eine grof3e Enttduschung bedeuten. Passend dazu
beschrieben Kiechle et al., dass dies in 5 von 6 Fallen in der KG der Hauptgrund fiir ein Drop-Out
darstellte (Kiechle, Engel, Berling, Hebestreit, Bischoff, Dukatz, Siniatchkin, et al., 2016).
Moglicherweise hat diese Enttduschung bei KG Probandinnen auch zu einer Eigenmotivation fir
vermehrtes selbststdndiges Training oder einer Erndhrungsumstellung gefiihrt, wodurch einige
Effekte, die nur in der IG erwartet wurden, auch in der KG vorkamen. Durch das offene
Studiendesign der LIBRE-1 Studie konnen diese Effekte weiterhin verstarkt werden, da eine

regelmélige Kommunikation zwischen allen Studienteilnehmerinnen moglich war.

Die geringe Anzahlan Probandinnen stellt die groRte Limitierung der vorliegenden Arbeit dar. Ziel
der Auswertung war jedoch ein explorativer Ansatz mit dem Ziel, neue Erkenntnisse in Bezug auf
mdgliche Beziehungen zwischen Anderungen im Gesundheitsverhalten und den Biomarkern OPG
und sRANKL im Hochrisikokollektiv zu gewinnen. Demnach missen selbst signifikante
Ergebnisse als rein hypothesengenerierend interpretiert werden. Die hier dargestellten
Zusammenhé&nge werden in der multizentrischen, Hauptstudie LIBRE-2, die im Jahr 2015 initiiert
wurde, mit einer groReren Kohorte (n=487, Stand: 01/2022) und in einem langerfristigen Verlauf
weiter untersucht. In diesem Zusammenhang ist zudem anzumerken, dass die vorliegende Arbeit
als Sekundéranalyse der LIBRE-1 Studie durchgefuhrt und somit kein primarer oder sekundérer

Endpunkt der Studie darstellt. Daher wurden die Auswahl und damit GroRe der untersuchten
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Kohorte nicht auf Basis statistischer Berechnungen erstellt, weshalb eine Kklinische
Représentativitét der hier verwendeten Kohorte (n=49) in Bezug auf die Ergebnisse der gesamten
LIBRE-1 Kohorte (n=68) nicht gewéhrleistet werden kann.

6. Ausblick

Wissenschaftliche Erkenntnisse zu den Chancen rechtzeitiger und umfassender MalRnahmen der
Gesundheitsforderung und Préavention ebnen den Weg fiir ein gezieltes, im Gesundheitssystem
verankerbares Praventionskonzept fir Hochrisikopatientinnen. Bislang werden jedoch bei der
Indikationsstellung zur Teilnahme am intensivierten Friherkennung- und Nachsorgeprogramm
oder zur Durchfiihrung einer prophylaktischen Operation keine dieser risikomodifizierenden
(Lebensstil-)Faktoren beriicksichtigt. Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass eine dreimonatige
kontrolliert-randomisierte Lebensstilintervention, basierend auf korperlicher Aktivitat und
Einhaltungeiner MedD, die Serumwerte von SRANKL und OPG bedeutsam beeinflussen kann und
kann so zur Aufklarung der zugrunde liegenden, biologischen Mechanismen von korperlicher
Bewegung und ausgewogener Erndhrung in der Brustkrebspravention beitragen. Insbesondere in
Kombination mit potentiellen zielgerichteten Chemopréventionen, wie der anti-RANKL
Antikorper Denosumab (Lindeman et al., 2017), leistet ein proaktives Gesundheitsverhalten einen
wertvollen praventiven Beitrag und sollte langfristig in evidenzbasierte und effektive
Handlungsempfehlungen fir das Hochrisikokollektiv der gBRCA1/2 Mutationstragerinnen

integriert werden.
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7. Zusammenfassung

Neue Erkenntnisse in der onkologischen Forschung zeigen, dass der Progesteron-mediierte
OPG/RANK/RANKL Signalweg eine wichtige Rolle in der Karzinogenese des Mammakarzinoms
zu spielen scheint. Bei Frauen mit einer pathogenen Keimbahnmutation in den BRCA1/2 Genen
scheint dieser Signalweg stéarker dysreguliert zu sein. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Effekte einer dreimonatigen Lebensstilintervention auf die Serumkonzentrationen von OPG und
SRANKL bei gBRCAL/2-Mutationstragerinnenuntersucht. Die Hypothese bestanddarin, dass eine
intensive Lebensstilintervention Gber eine Erhéhung der OPG und Reduktion der sRANKL

Konzentration die vorliegende Dysregulation positiv beeinflussen kénnte.

In die Arbeit gingen Daten von 49 gBRCA1/2-Mutationstragerinnen der LIBRE-1 Studie, eine
prospektiv randomisierte Lebensstilinterventionsstudie, ein. Die Probandinnen wurden hierbei im
Verhéltnis 1:1 in eine Kontroll (KG)- bzw. Interventionsgruppe (IG) randomisiert. Die
Lebensstilinterventionder I1G basierte auf einer Steigerung der korperlichen Aktivitatund einer
Ern&hrung nach den Prinzipien der mediterranen Di&t durch supervidierte T rainingseinheiten und
gruppenbasierte Schulungen. Anhandvorliegender Blutproben aus der Studienbiobank erfolgte die
Bestimmung der OPG und sRANKL Serumkonzentrationen mittels quantitativer Immunoassays

zu den zwei Studienzeitpunkten Studieneinschluss (SE) und nach 3 Monaten (V1).

Durch die LIBRE-1 Lebensstilintervention konnte eine signifikante Steigerung von OPG sowohl
fir die 1G (g=0.022) als auch fir die KG (g=0.002) erzielt werden. sSRANKL konnte in beiden
Studienarmen gesenkt werden, wobei die Reduktion von sRANKL nur in der IG signifikant war
(1G. g=0.0464, KG. g=0.5584). Ein erhthter Konsum von ungesattigten Omega-3 Fettsduren
konnte signifikant mit einer Erhéhung von OPG assoziiert werden (r=0.579, g=0.045). Zudem
schienen die Serumkonzentrationen von sRANKL zu Studienbeginn ein Pradiktor fir die
Veranderung des Biomarkers im Interventionsverlauf darzustellen ([3-Schatzer=-0.70; g=0.0018).
So konnten Probandinnen mit hohen initialen SRANKL Werten eine starkere Senkung von
SRANKL nach drei Monaten erzielen im Vergleich zu Frauen mit initial niedrigen SRANKL
Werten. Ahnlich zeigten Frauen mit initial hoherer korperlicher Leistungsfahigkeit zu
Studienbeginn (gemessen als VO,peak) eine starkere Erh6hung von OPGim Gegensatz zu Frauen
mit initial niedrigeren VO peak Werten (R-Schatzer=0.133 pg/ml/ml/min/kg; p=0.0319;g=0.2871).
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Zusammenfassend unterstiitzen die hier vorliegenden Ergebnisse die Hypothese und zeigen, dass
Lebensstilveranderungen Uber drei Monate zu einer Erhéhung von OPG und Reduktion von
SRANKL fiihren kann und somit korperliche Aktivitat und mediterrane Erndhrung potente

Modulatoren von OPGund sRANKL bei gBRCA1/2-Mutationstragerinnen sein kénnen.
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9. Anhang

9.1. Erganzungstabelle 1

Erganzungstabelle 1 (Tabelle 4). Zusammenhang zwischen Verdnderung der SRANKL und OPG
Serumkonzentrationen und Verénderungen
dreimonatigen Interventionsphase (AV1-SE).

in n-6, n-9

und n-9 Fettsduren wahrend der

SRANKL (IG:n=17, KG: n=19)

OPG (IG: n=14, CKG: n=12)

Spearman r | 95%KI | p (q) Wert Spearman r | 95%KI | p (q) Wert
RBCM PUFA
n-32 -0.1067 -0.4332-0.2445 | 0.5417 0.5788 0.2354-0.7937 | 0.0019
(0.8372) (0.0476)
n-6° -0.0913 -0.4205-0.2591 | 0.6019 -0.0735 -0.4577-0.3338 | 0.7212
(0.8527) (0.8750)
n-9¢ -0.1591 -0.4755-0.1938 | 0.3613 -0.2007 -0.5541-0.2140 | 0.3256
(0.6465) (0.6343)
EPA 205 -0.0726 -0.4048-0.2766 | 0.6788 0.5624 0.2123-0.7845 | 0.0028
(n-3) (0.8750) (0.0476)
DPA 22:5 0.0087 -0.3346-0.35 0.9605 0.4906 0.1156-0.7432 | 0.0109
(n-3) (0.9774) (0.0741)
DHA 22:6 -0.1283 -0.4508-0.2239 | 0.4627 0.4270 0.3545-0.7049 | 0.0296
(n-3) (0.7491) (0.1258)
ARA 20:4 0.0092 -0.3341-0.3505 | 0.9580 -0.2732 -0.6050-0.1396 | 0.177
(n-6) (0.9774) (0.4629)
Olsaure 18:1 | -0.0832 -0.4137-0.2667 | 0.6347 -0.2000 -0.5536-0.2146 | 0.3273
(n-9) (0.8632) (0.6343)
Plasma PUFA
n-3¢ -0.0293 -0.3112-0.3632 | 0.8651 0.3074 -0.1028-0.6282 | 0.1267
(0.9774) (0.3916)
n-6e 0.3449 0.0084-0.6113 | 0.0396 -0.5296 -0.7659- - 0.0054
(0.1496) 0.1672 (0.0612)
n-9f -0.21 -0.5113-0.1372 | 0.2189 0.07282 -0.3344-0.4572 | 0.7237
(0.4962) (0.8750)
EPA20:5 0.0049 -0.3332-0.3418 | 0.9774 0.06667 -0.3399-0.4523 | 0.7463
(n-3) (0.9774) (0.8750)
DPA22:5 0.2108 -0.1364-0.5119 | 0.2171 0.1631 -0.2508-0.5265 | 0.4260
(n-3) (0.4962) (0.7242)
DHA22:6 -0.02 -0.3552-0.3196 | 0.9075 0.3737 -0.02807- 0.06
(n-3) (0.9774) 0.6715 (0.2040)
ARA20:4 0.0963 -0.2493-0,4291 | 0.5765 -0.1966 -0.5511-0.2180 | 0.3358
(n-6) (0.8522) (0.6343)
Olsaure 18:1 | -0.3683 -0.6278-0.0352 | 0.0271 0.5070 0.1371-0.7528 | 0.0082
(n-9) (0.1258) (0.0695)

Korrelationsanalysen basierend auf dem Spearman rank Korrelationskoeffizienten (r) zwischen Verdnderungen in
OPG und sRANKL Serumkonzentrationen und Veranderungen in n-3, n-6 und n-9 ungesattigten Fettsauren (PUFA)
Uberdie dreimonatige Lebensstilintervention (AV1-SE). Die Messungen erfolgten in Erythrozytenmembranen (RBCM)
und Plasma. Multiples Testen wurde adjustiert auf eine false discovery rate (FDR) von 5% basierend auf der
Ergédnzungstabelle 1im Anhang. Die resultierenden g-Werte sind in Klammern angegeben. OPG, Osteoprotegerin;
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PUFA, polyunsaturated fatty acids; sSRANKL, soluble receptor of nuclear factor kB ligand; V1, drei Monate nach
Studienbeginn.
& Summe aus Eicosatriensaure (ETA, 20:3 n-3), Eicosapentaensaure (EPA, 20:5 n-3), Docosapentaensaure (DPA,
22:5 n-3) und Docosahexaensaure (DHA, 22:6 n-3).
b Summe aus Linolséaure (CLA, 18:2 n-6) und Arachidonséaure (ARA, 20:4 n-6).
¢ Summe aus Olséure (18:1n-9), Gondoséaure (20:1n-9) und Nervonséure (24:1 n-9)
4 Summe aus Alpha-Linolenséure (18:3 n-3), EPA, DPA and DHA.
¢ Summe aus CLA, Gamma-Linolensdure (18:3 n-6), Eicosatriensdure(20:2 n-6), Dihomogammlinolensdure (20:3
n-6), ARA
f Summe aus Erucasaure(22:1n-9), Eicosatriensaure (20:2n-9), Mead’sche Siure (20:3n-9)
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9.2. Ein- und Ausschlusskriterien nach LIBRE-1 Studienprotokoll

Einschlusskriterien der LIBRE-1 Studie (alle Kriterien missen zutreffen):

Frauen mit nachgewiesener pathogener Mutation in BRCA1 oder BRCA2
Alter zwischen 18 und 69 Jahren

informierte schriftliche Einwilligung

Ausschlusskriterien der LIBRE-1 Studie (Das Vorliegen von mindestens einem der nachfolgend

genannten Kriterien fuhrt zum Ausschluss):

Metastasierte Tumorerkrankung

Lebenserwartung < 3 Jahre

Klinisch limitierende Herz-Lungen-Erkrankung (instabile KHK, Herzinsuffizienz
Stadium IV, COPD GOLD 1V, maximaler Ruheblutdruck > 160/100 mmHg)
Signifikante orthopédische Probleme, die ein Bewegungstraining nicht gestatten
Schwerwiegende Erkrankungen, die eine T eilnahme an den Gruppeninterventionen nicht
zulassen (z.B. psychiatrische Erkrankungen oder internistische Erkrankungen)
Karnofsky-Index <60%

Frauen mit einer VO2peak > 150%

Frauen mit einer Belastungsfahigkeit <50 Watt

Nahrungsmittelallergien, welche die Durchflihrung einer mediterranen Diat verbieten
Veganer

BMI < 15 kg/m2

Schwangerschaft

Unzureichende Kenntnisse der deutschen Sprache

Mangelnde Kooperationsbereitschaft (Compliance)

Aktuelle Teilnahme an anderen interventionellen klinischen Prifungen
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9.3. Materialien zur Durchfiihrung der ELISA Tests

Materialliste

- Reinstwasser: Aqua B. Braun, Ecotainer®, 1000 ml, Art-Nr: 00824 79E (B. Braun AG,

Melsungen, Deutschland)

- Préazisionspipetten mit variablen Volumina von 10-1000pl
30-300 Wl Mehrfach-Pipette: Eppendorf Research PhysioCare, Art-Nr: 1078837
200 Wl Pipette: Poetman 200p, Art-Nr: 0541406
20 pl Pipette: Poetman 20p, Art-Nr: N51219M
Rainin Pipet Light, Art-Nr: JO301805A

Brand Macro Pipette, Art-Nr: 24573

10 ml Pipette: Cellstar greiner bio-one

- Pipettenspitzen fur den Einmalgebrauch: Biozym 201 Surphob, 200 Wl ZAP Premiere

- Folie zum Abkleben der Mikrotiterplatte

- Multipipette: Eppendorf Multipipette Plus

Laborgeréte
- Vortex Mixer: IKA MS1 Minishaker, IKA Vibrax-VXR Typ VX7

- Mikrotiterplattenphotometer: Thermo Fisher Science MultiScan FC (MVersion 1.00.96)

Inhalt dessSRANKL ELISA Kits

LOT-Nr. Bezeichnung | Kit-Komponenten Menge

K 1016 - PLATE Miktotitermodul, vorbeschichtet 12x8
181213 Vertiefungen
K 1016 - WASHBUF | ELISA-Waschpufferkonzentrat, 10x 2x100ml
181213

K 1016 - SOL OPG-L06sung, gebrauchsfertig 55ml
181213

K 1016/ STD Standard, Konzentrat 1 vial
1705-639

K 1016/ CTRL1 Kontrolle, gebrauchsfertig 1 vial
1705-640

K 1016/ CTRL 2 Kontrolle, gebrauchsfertig 1 vial
1705-640

K 1016 - CONJ Konjugat, Streptavidin, peroxidase- 1 vial
181213 markiert
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K 1016 - AB Detektionsantikdrper, biotinyliert 1 vial
181213
K 1016 - SUB T MB-Substrat (T etramethylbenzidin), 15 ml
181213 gebrauchsfertig
K 1016 - STOP ELISA-Stoppldsung, gebrauchsfertig 15ml
181213

Inhalt des OPG ELISA Kits
LOT-Nr. Bezeichnung | Kit-Komponenten Menge
K 1011 - PLATE Polyklonaler Ziege-anti-OPG Antikorper, | 12 x 8 Tests
190227 beschichtet auf Mikrotiterplattenstreifen im

Streifenhalter

K 1011 - WASHBUF | Waschpuffer, 20-fach Konzentrat 1x50ml
190227
K 1011 - AB Monoklonaler Maus-anti-OPG-Antikoérper, | 1 x 7 ml
190227 biotinyliert
K1011/RS |STD Standards 1-6 (0; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 6 x 300
191 pmol/l), gebrauchsfertig
K1011/RC |CTRL Kontrolle, gebrauchsfertig 1x300u
194
K 1011 - ASYBUF Verdunnungspuffer, gebrauchsfertig 1x25ul
190227
K 1011 - CONJ Konjugat, Streptavidin-HRP, 1x22ml
190227 gebrauchsfertig
K 1011 - SUB Substrat (T MB Ldsung), gebrauchsfertig 1x22ml
190227
K 1011 - STOP Stopplosung, gebrauchsfertig 1x7ml
190227
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