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Zusammenfassung

Hohe Konzentrationen von Uber-
gangsmetallen wie Eisen, Nickel,
Chrom, Kupfer und Blei sind eng ver-
bunden mit einer erhohten Produkti-
on Freier Radikale, Lipidperoxidation,
DNA-Spaltung und Mutationen sowie
Tumorwachstum in zelluldren Syste-
men. Um die Zusammenhinge mit
malignen Wachstumsprozessen beim
Menschen zu erschliefRen, wurde die
Akkumulation von Schwermetallen in
8 gesunden und 20 Brustkrebsbiop-
sien von onkologischen Patienten un-
tersucht.

1 Forschungsabteilung der Spezialkli-
nik Neukirchen, Neukirchen b.HLBlut,
Deutschland

2 Inst. fur Pathophysiologie and On-
kologie, 1.Medizinische Fakultit der
Charles-Universitit, Prag, Tschechien

3 Abteilung fiir Klinische Chemie,
Danderyd Hospital and Karolinska Ins-
titut, Stockholm, Schweden

4 Laboratorium fur Mikrospurenele-
mente, Hersbruck, Deutschland.

5 Caritas Hospital St. Josef, Regens-
burg, Deutschland

Die Konzentration der Ubergangs-
metalle in den Brustgewebeproben
wurde mit Hilfe einer standardisier-
ten AAS-Technik mit Koénigswasser-
Aufschluss zur Probenvorbereitung
gemessen. Um systematische Fehler
auszuschlieRen, wurden die Metalla-
nalysen bei den Kontrollbiopsien zu-
sitzlich mittels der ICP-MS-Technik
uberpruft. Fur die statistische Auswer-
tung der Ergebnisse wurde der Mann-
Whitney U-Test verwendet.

Bei den Tumorproben wurde im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine
hoch signifikante ~ Akkumulation
von Eisen (p < 0.0001), Nickel (p <
0.00005), Chrom (p < 0.00005), Zink
(p < 0.001), Cadmium (p < 0.005),
Quecksilber (p < 0.005) und Blei (p
< 0.05) festgestellt. Kupfer und Sil-
ber zeigten keine signifikanten Un-
terschiede zur Kontrollgruppe, wih-
rend Zinn, Gold und Palladium in
keiner Probe nachgewiesen werden
konnten.

Diese Ergebnisse weisen darauf
hin, dass die graduelle Akkumulation
von Schwermetallen im Brustgewe-
be eng mit dem malignen Proliferati-
onsprozess verbunden ist, und lassen
die tumorhemmende Wirkung aktu-
eller Therapieansitze mit hochdosier-
ter Ascorbinsdure bzw. substituierten
Phenolen erkliren.

Schliisselworter

Brustkrebs, Schwermetalle, Eisen,
Nickel, Chrom, Zink, Quecksilber, Blei,
Cadmium, Kupfer, AAS

Abkilirzungen
EDDA Ethylendiamine N,N’-diace-
tat

NTA Nitrilotri-Essigsdure

AAS Atom-Absorptions-
Spektrophotometrie

ICP-MS Inductive Coupled
Plasma - Massenspektros-
kopie

MELISA Memory Lymphocyte Immu-
nostimulation Assay

Einleitung

In den letzten beiden Jahrzehnten
wird die Anwesenheit von Uber-
gangsmetallen wie Eisen oder Kupfer
in Zusammenhang mit der Produkti-
on Freier Radikale uber Fenton / Ha-
ber-Weiss-Reaktionen, Autoxidation
von Ascorbat, Peroxidationsprozes-
sen von Fettsduren und Bildung von
DNA-Strangbriichen gebracht /2, 13,
15, 20]. Die durch Lipidperoxidation
induzierten =~ Malondialdehyd-DNA-
Adukte konnen sich wiederum in
groffer Menge im Brustgewebe von
Frauen mit Brustkrebs anhdufen, ver-
bunden mit endogenen DNA-Verin-
derungen /25].

Dartiberhinaus wurde bewiesen,
dass Eisen-EDDA- und -NTA-Kom-
plexe bei Wistar-Ratten Freie Radika-
le und Nierentumore verursachen,
was auf die Schliisselrolle von Uber-
gangsmetallen bei abnormalen Pro-
liferationsprozessen hinweist /10,
17].

Da wiederholte DNA-Mutationen
in den Mitochondrien und Zellkernen
zu malignem Wachstum fithren kann,
untersuchten wir den Schwermetall-
gehalt in Brustkrebsbiopsien, die uns
vom Institut fir Pathophysiologie der
Charles-Universitit in Prag zur Verfi-
gung gestellt wurden.

Materialien und Methoden

Die Schwermetallanalysen wur-
den in 20 tiefgefrorenen Brustkrebs-
biopsien und 8 gesunden Gewebs-
proben durchgefiihrt, die uns von
der Abteilung fiir Onkologie der 1.
Medizinische Fakultit der Charles-
Universitit Prag, Tschechien, und
vom Caritas Krankenhaus St. Josef,
Regensburg, Deutschland zur Verfi-
gung gestellt wurden. Die histopa-
thologischen Charakteristika der un-
tersuchten Tumoren sind in Tab. 1
beschrieben.

Die Studie wurde von der oOrt-
lichen Ethikkommission genehmigt
und alle Teilnehmer gaben vor der
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Histologischer Typ
Duktalkarzinom 12
Lobulakarzinom

Andere

Grad

| 5
Il 12
1l

Unbekannt 2
Hormoneller Rezeptorstatus

ER+ 13
ER- 7
ER unbekannt

PR+ 17
PR-

PR unbekannt 2
HER2/ Farbintensitat
HERCEPTTEST 0 1
HERCEPTTEST 1 6
HERCEPTTEST 2 3
HERCEPTTEST 3 3
ND* 7

* nicht durchgefiihrt

Tab.1 Grundlegende histopathologische
Charakteristika der Brusttumoren.

Durchfithrung ihr schriftliches Ein-
verstandnis.

Die Konzentrationen von Eisen,
Cadmium, Blei, Chrom, Zinn, Ni-
ckel, Kupfer, Quecksilber, Silber,
Gold, Palladium und Zink in den Bi-
opsien wurden mit Hilfe eines stan-
dardisierten Perkin Elmer SIMAA
6000 Atomabsorptions-Spektrome-
ters mit Graphitrohrtechnik und
einem Konigswasseraufschluss zur
Probenvorbereitung gemessen /18].
Zusitzlich wurden die Schwermetal-
lanalysen in allen Kontrollbiopsien
mit Hilfe einer ICP-MS Methodik im
Labor fir Spurenelemente, Hers-
bruck, Deutschland, untersucht.

Die Untersuchungsergebnisse
werden als Mittelwert von 3 Einzel-
messungen in nug/kg Gewebe darge-
stellt.

Zur statistischen Auswertung der
Ergebnisse wurde der Mann-Whitney
U Test verwendet.
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Fig. 1 Eisengehalt von 20 Brustkrebs- und 8 Kontrollbiopsien. Graphitrohr-AAS Technik.
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Fig.2 Nickelgehalt von 20 Brustkrebs- und 8 Kontrollbiopsien. Graphitrohr-AAS Technik.
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Fig. 3 Chromgehalt von 20 Brustkrebs- und 8 Kontrollbiopsien. Graphitrohr-AAS Technik.

Ergebnisse

Die Datenanalyse zeigte eine hoch
signifikante Akkumulation von Eisen,
Nickel, Chrom, Cadmium, Quecksil-
ber, Zink und in einem geringeren
Ausmas Blei im malignen Brustgewe-
be, im Vergleich zum gesunden Brust-
gewebe.

Die Eisen-Werte in der Brust
krebsgruppe (Median: 53173.5 pg/
kg, Bereich: 14664 - 205930 ug/kg)
zeigten eine sehr deutliche Erho-

hung im Vergleich zur Kontrollgrup-
pe (Median: 10937 pg/kg, Bereich:
5331 - 21646 pg/kg) (p < 0.0001)
(Fig. 1).

In den Patientenbiopsien wurde
eine starke Nickel-Akkumulation (Me-
dian: 994.5 pg/kg, Bereich: 469 - 3361
ng/kg) nachgewiesen. Die Kontrollbi-
opsien zeigten messbare Werte (Medi-
an: 21 pg/kg, Bereich: 11 - 33 pug/kg),
jedoch um einen Faktor 10 niedriger
(p<0.00005) (Fig. 2).
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Fig. 4 Zinkgehalt von 20 Brustkrebs- und 8 Kontrollbiopsien. Graphitrohr-AAS Technik.
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Fig. 5 Quecksilbergehalt von 20 Brustkrebs- und 8 Kontrollbiopsien. Graphitrohr-AAS Technik.
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Fig. 6 Kadmiumgehalt von 20 Brustkrebs- und 8 Kontrollbiopsien. Graphitrohr-AAS Technik.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch
bei Chrom (Median: 815.5 pug/kg, Be-
reich: 313 - 5978 ug/kg) festgestellt,
verglichen mit der Kontrollgruppe
(Median: 385 pg/kg, Bereich: 19 -
119 pg/kg) (p< 0.00005) (Fig. 3).

Eine uberraschend hohe Zink-
Akkumulation (Median: 17075 ug/kg,
Bereich: 1326 - 97895 pg/kg) wurde
in den Tumorbiopsien festgestellt,

der Unterschied zur Kontrollgruppe
(Median: 3741 ng/kg, Bereich: 2548 -
9339 ug/kg) war erneut hoch signifi-
kant (p <0.001) (Fig. 4).

Erhohte Quecksilber-Gehalte wur-
denin 11von 20 Tumorproben (Medi-
an:6.9ug/kg,Bereich: 1.8 - 45.9 ug/kg)
gefunden, ein hochsignifikanter Un-
terschied zeigte sich im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Median: 2.1 pg/kg,

Bereich:0.1-6.6ug/kg)(p<0.005) (Fig.
5).

Erhohte  Cadmium-Konzentrati-
onen wurden bei 18 von 20 Krebs-
biopsien festgestellt (Median: 42 pg/
kg, Bereich: 9 - 551 pg/kg), der Un-
terschied zur Kontrollgruppe (Medi-
an: 15,6 pg/kg, Bereich: 5,2 - 30 ug/
kg) war hochsignifikant (p< 0.005)
(Fig. 6).

Ein erhohter Blei-Wert wurde in
12 von 20 Tumorbiopsien gefunden
(Median: 104.5 pug/kg, Bereich: 9 - 976
ng/kg). Der statistische Unterschied
zur Kontrollgruppe (Median: 63.5, Be-
reich: 1 - 92 ng/kg) war signifikant (p
<0.05).

Uberraschenderweise wurden er-
niedrigte Kupfer-Werte bei 11 von 20
Patientenbiopsien gefunden (Medi-
an: 919 pg/kg, Bereich320 - 44687 pug/
kg), verglichen mit den Kontrollpro-
ben (Median: 1279.5 pg/kg, Bereich:
261 - 3049). Die anderen 9 Biopsien
zeigten in 7 Fillen erhohte Werte und
in 2 Fillen Werte im Normalbereich,
was auf ein unterschiedliches Aufnah-
memuster abhingig von der Athiolo-
gie oder dem Wachstumsstadium des
Tumors hinweist. Insgesamt konnte
hier kein signifikanter Unterschied
zwischen der Krebsgruppe und den
Kontrollpersonen beobachtet wer-
den (p = 0.65).

Lediglich 4 von 20 Tumorproben
wiesen Spuren von Silber nach (Be-
reich: 34.4 - 90.9 ug/kg), jedoch keine
Kontrollbiopsie.

Weder in den Tumor- noch in den
Kontrollbiopsien konnte Zinn, Gold
oder Palladium nachgewiesen wer-
den.

Ein Vergleich zweier verschie-
dener Methoden (AAS und ICP-MS),
zeigte keinen statistischen Unter-
schied im Schwermetallgehalt der
Kontrollbiopsien (Werte hier nicht
aufgefihrt).

Diskussion

In biologischen Systemen scheint
die  Konzentration redoxaktiver
Ubergangsmetalle mit der Fihigkeit,
Freie Radikale wie Superoxid, Was-
serstoffperoxid und Hydroxylradi-
kal zu katalysieren bzw. zu bilden, re-
lativ niedrig zu sein. Unter gewissen
pathologischen Bedingungen (Hae-
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mochromatosis, Wilson Krankheit,
Kollagenosen und verschiedene Tu-
more) kdnnen sich die Ubergangsme-
talle und deren Transportproteine je-
doch in verschiedenen Zielorganen
anlagern und dorteine zelluldre Lipid-
peroxidation und DNA-Schiden ver-
ursachen.

Die Fihigkeit eines Eiseniiber-
schusses, Hydroxylradikale zu bil-
den, das zelluldre Immunsystem zu
unterdriicken und Tumorwachstum
zu fordern, ist allgemein bekannt
/10, 13, 17, 26] und erhohte Kupfer-
konzentrationen wurden auch in

menschlichen  Lungenkrebs-Biop-
sien /1] und in anderen Tumoren /5]
festgestellt.

Ni, Cr und Cd wurden aufgrund
ihrer Fihigkeit, die Reparatur be-
schidigter DNA zu hemmen, als Mu-
tagene und Karzinogene erkannt.
Eine weitere Haupteigenschaft ist
ihre Fihigkeit, die Mutagenitit und
Karzinogenitit direkt wirkender ge-
notoxischer Stoffe zu erhohen /4]
Gleichzeitig wurden die karzino-
genen Effekte von Ni, direkt oder im
Zusammenspiel mit organischen Ver-
bindungen, in der Literatur beschrie-
ben /7, 16/und, aktuell, leicht erhdhte
Konzentrationen von Fe und Ni in
maligner menschlicher Prostata ge-
funden /27].

Die Inhalation bestimmter Formen
des sechswertigen Chroms verursacht
Lungenkrebs und auf zelluldrer Ebe-
ne kann eine Chrombelastung zum
Stillstand des Zellkreislaufs, Apoptose
oder neoplastischen Veridnderungen
fihren /21].

Die berufsbedingte Cadmiumex-
position ist beim Menschen mit Lun-
genkrebs verbunden und hohe Cad-
miumkonzentrationen wurden in
proliferativen Prostata-Lisionen ge-
funden /24].

Interessanterweise wurde gezeigt,
dass Zink als notwendiges Spurenele-
ment Tumorwachstum vermittelt und
beschleunigt, wihrend sich Zinkman-
gel bei Mdusen und Ratten als das Tu-
morwachstum hemmend herausstell-
te /12, 14, 23].

Makromolekulare Komponenten
(Dextrans), die mit Hg-haltigen Sei-
tenketten substituiert worden waren,
zeigten bei Miusen eine Fibrosar-
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komwachstum-fordernde  Wirkung
[19].

Die Atiologie der meisten Brust-
tumoren beim Menschen wird im-
mer noch kontrovers diskutiert, es
wird vermutet, dass hormonelle Ein-
flusse bzw. Umweltschadstoffe, die
oxidativen Stress und Lipidperoxi-
dation verursachen, eine Rolle bei
der Entstehung von Brustkrebs spie-
len.

Unsere Studie beschreibt erstmals
eine erhebliche Akkumulation von
Fisen und anderen Ubergangsme-
tallen wie Ni, Cr, Cd, Zn, Hg und Pb
im Brustkrebsgewebe mit moglichen
Auswirkungen auf die Pathogenese
der Erkrankung.

Die Belastung mit Umweltschad-
stoffen sowie genetische Polymor-
phismen mit einer gestorten Detox-
Phase II bzw. Verinderungen der
Metall-Transferproteine oder deren
Rezeptoren konnen fir dieses Phi-
nomen verantwortlich sein. Solche
Zusammenhinge werden zur Zeit in
unserer Klinik niher untersucht, da
frihere Forschungsergebnisse eine
hohe Transferrinrezeptorendichte so-
wie Ferritinanlagerung im Brustkrebs-
gewebe aufwiesen /6].

Andererseits kann die erhohte
Schwermetallkonzentration in ver-
schiedenen Tumoren flr therapeu-
tische Ansitze mit Vitamin C oder
Phenolen genutzt werden, wie bereits
berichtet wurde /3, 8, 9, 11]. Die Re-
duktion und Mobilisation von Uber-
gangsmetallen aus ihren Speicher-
oder Transportproteinen macht sie
extrem reaktiv fur die Katalyse frei-
er Radikalreaktionen nach den Glei-
chungen:

Fe?* + H,0, = Fe* + "OH+ OH”

Fett

H,0,+"0; —F&", *OH4+OH +0,

Die beschriebenen Fenton- und
Haber-Weiss-Reaktionen  erzeugen
in hohem Ausmafd Hydroxylradikale,
was zu Lipidperoxidation, Unterbre-
chungen der DNA-Stringe und Apop-
tose fuhren kann /3, 13, 17].

Die Bioaktivation von Phenolen /
Quinonen an der Tumorstelle kann
zu einer signifikanten Erzeugung von
Superoxid-, H,0, und Semiquinon-Ra-
dikalen mit schidlicher Wirkung auf

die metallreichen malignen Zellen
fiithren /8, 9].

Priventivdiagnostische Verfahren
sollten daher neben der Analyse ak-
tueller Tumormarker den 2 / 16-OH-
Ostrogen-Quotienten, die Messung
der Reaktionen der Detoxphase II
und den MELISA test® /22] fir me-
tallspezifische Lymphozyten beinhal-
ten.

SchluRfolgerung

Diese Ergebnisse weisen darauf
hin, dass die graduelle Akkumula-
tion von Schwermetallen im Brust-
gewebe eng mit dem malignen Pro-
liferationsprozess verbunden sein
kann, und lassen die tumorhem-
mende Wirkung aktueller Therapie-
ansitze mit hochdosierter Ascorbin-
sdure bzw. substituierten Phenolen
erkliaren

Diese Studie wurde vom Tsche-
chischen Ministerium fir Bildung un-
terstutzt (No. MSM1111000-8)
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