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1 Einleitung

1.1 Motivation

Das Mammakarzinom ist mit einer jéhrlichen Inzidenz von ca. einer Million Fillen
weltweit die hiufigste Krebserkrankung der Frau und fiir ungeféhr eine halbe Million
Todesfélle pro Jahr verantwortlich (WHO, 2008). In Deutschland werden jdhrlich ca.
70.000 neue Brustkrebsfille diagnostiziert. Das mittlere Lebenszeitrisiko, an einem
Mammakarzinom zu erkranken, liegt hierzulande in der Allgemeinbevdlkerung bei
13,3% (RKI, 2012). Bei Vorliegen eines Gendefektes kann dieses Risiko sogar 80-90%
betragen (Meindl et al., 2011).

Etwa 5-10% aller und 25-40% der Mammakarzinome vor dem 35. Lebensjahr werden
mit einem Gendefekt in Verbindung gebracht (Lux et al., 2006). Seit 1994 bzw. 1995
sind zwei Gene bekannt, die nachgewiesenermallen krankheitsverursachend sein
kénnen: BRCA1' und BRCA2'. Bei diesen Genen handelt es sich um autosomal-
dominant vererbte Tumorsuppressorgene, die an der DNAZ-Reparatur von Doppel-
strangbriichen beteiligt sind (Miki et al., 1994; Wooster et al., 1995). Ein Defekt in
einem dieser Gene geht neben einem erhohten Brustkrebsrisiko auch mit einem bis zu
50% erhohten Eierstockkrebsrisiko einher (Meindl et al., 2011). Weitere empirische
Studien geben Hinweise darauf, dass auch das allgemeine Krebsrisiko erhoht zu sein

scheint (Liede et al., 2004; Risch et al., 2006).

80% aller BRCAl-assoziierten Mammakarzinome zeigen in der Immunhistochemie
einen sogenannten triple-negativen Phéanotyp (Foulkes et al., 2004). Dieser zeichnet sich
durch (a) fehlende Ostrogen (ER)- und (b) fehlende Progesteronrezeptoren (PR) sowie
(c) eine fehlende HER2’-Expression aus (Nielsen et al., 2004). Zudem geht das triple-
negative Mammakarzinom mit einem aggressiveren Wachstumsverhalten, einem
erhohten und vor allem frithen Rezidivrisiko und einem schlechten Gesamtiiberleben

einher. Die Therapieméglichkeiten sind aufgrund der fehlenden Hormon- und HER2-

! Die Abkiirzung BRCA steht fiir Breast Cancer.
* Die Abkiirzung DNA steht fiir Deoxyribonucleic Acid.

® Die Abkiirzung HER?2 steht fiir Human Epidermal Growth Factor Receptor 2.
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Expression begrenzt und die Prognosen insgesamt schlechter (Dent et al., 2007; Nguyen
et al., 2008). Lediglich ca. 12—17% aller Mammakarzinome gehoren dieser Untergruppe
an (Foulkes et al., 2010).

Empirische Studien deuten darauf hin, dass es einen Zusammenhang zwischen dem
triple-negativen Phédnotyp und BRCA-Keimbahnmutationen zu geben scheint. Die
relevanten wissenschaftlichen Arbeiten zu diesem Thema fanden bisher sehr hohe
Frequenzen von BRCA 1-Mutationen, allerdings nur sehr geringe oder keine Frequenzen
von BRCA2-Mutationen bei Patienten mit triple-negativen Mammakarzinomen (Comen
et al., 2011; Evans et al., 2011; Gonzalez-Angulo et al., 2011; Young et al., 2009). In
den besagten Studien wurde das Patientenkollektiv zum Teil aufgrund des Alters
vorselektiert oder sie bezogen sich nur auf ganz besondere Inzuchtpopulationen mit
hoher Griindermutationshédufigkeit oder aber das BRCA2-Gen wurde nur unvollstindig

analysiert.

Die Pravention und Fritherkennung epidemiologisch héufiger Erkrankungen sind
zunehmend in den Fokus gesundheitspolitischer Uberlegungen geriickt und finden auch
immer mehr Umsetzung im klinischen Alltag. Die Aufkldrung von Risikogruppen
wurde intensiviert und ausgeweitet. Die Deutsche Krebshilfe fordert mittlerweile 15
Zentren fir familidren Brust- und Eierstockkrebs in Deutschland. Im Rahmen dieses
Projekts wurde fiir Betroffene mit einer erblichen Belastung fiir das Mamma- und
Ovarialkarzinom und deren Angehorige ein strukturiertes medizinisches als auch
psychologisches Beratungs- und Betreuungsangebot etabliert. Es umfasst die Beratung
iiber Fritherkennungsmafnahmen und prophylaktische Behandlungsmoglichkeiten, eine
humangenetische Beratung sowie das Angebot einer genetischen Testung (Deutsche
Krebshilfe e.V., 2013). Eine solche genetische Untersuchung kann Mutationen
ausschliefen und damit Frauen entlasten oder bei einer krankheitsassoziierten Mutation
der Familie das erhohte Erkrankungsrisiko bestétigen, sie in Fritherkennungsprogramme
einbinden und auch préventive Maflnahmen wie z. B. prophylaktische Operationen und
medikamentdse Therapien vorschlagen. Derzeit wird eine solche Betreuung nur Frauen
ermoglicht, die laut den aktuellen Kriterien der S3-Leitlinie* (siche 3.2.1) in eine
Hochrisikogruppe fallen. Es stellt sich jedoch die Frage, ob diese Kriterien noch dem

aktuellen Stand der Forschung entsprechen oder ob eine Anpassung sinnvoll wiére.

* Fiir néhere Informationen zu der S3-Leitlinie siche unter:
http://www krebsgesellschaft.de/download/S3 Brustkrebs Update 2012 OL Langversion.pdf.
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1.2 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zum besseren Verstindnis der Bedeutung von
BRCAI1- bzw. BRCA2-Keimbahnmutationen bei der Entstehung des triple-negativen
Mammakarzinoms leisten und somit zur Diskussion und potenticllen Weiter-
entwicklung der aktuellen Empfehlungen der S3-Leitlinie beitragen. Das Hauptziel der
Arbeit ist die Erhebung der BRCA1- und BRCA2-Mutationfrequenz in einer triple-
negativen Brustkrebskohorte aus Siiddeutschland. Das Patientenkollektiv wurde im
Gegensatz zu bisherigen Studien nicht anhand von Alter bei Erstdiagnose oder
familidrer Haufung von Krebserkrankungen ausgewéhlt. Zudem wurden beide Gene,

sowohl BRCA1 als auch BRCA2, vollstidndig analysiert.

Des Weiteren sollen die empirischen Ergebnisse in einen klinischen Kontext gestellt
werden und Konsequenzen fiir die in der Praxis aktuell angewandten diagnostischen
und therapeutischen Vorgehensweisen diskutiert werden. Insbesondere geht es um die
Frage, ob die Ergebnisse eine Einstufung in eine Hochrisikogruppe fiir eine BRCA1/2-
Genmutation rechtfertigen, so dass entsprechende Empfehlungen zur genetischen
Testung ausgesprochen und die S3-Leitlinie um dieses Kriterium erginzt werden
sollten. Gegenwiértig wird in Deutschland ein BRCA-Screening durchgefiihrt, sobald
die Wahrscheinlichkeit, eine Mutation zu tragen, tiber 10% liegt. Gerade jungen Frauen,
einem Kollektiv mit vermehrt auftretendem triple-negativem Brustkrebs, aber fehlender
positiver Familienanamnese, wiirde so die Moglichkeit einer genetischen Testung und

die Teilnahme am intensivierten Fritherkennungsprogramm eingeraumt werden.
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2 Grundlagen

Der folgende Abschnitt dieser Arbeit beinhaltet die theoretischen Grundlagen des
Mammakarzinoms, geht auf die Besonderheiten des triple-negativen Subtyps ein und

stellt den Aufbau und die Bedeutung der Gene BRCA1 und BRCA2 dar.

2.1 Das Mammakarzinom

2.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

2008 erkrankten in Deutschland 71.660 Frauen an Brustkrebs, 2012 wird laut dem
Robert-Koch-Institut mit 74.500 Neuerkrankungen gerechnet. Jede achte Frau erkrankt
im Verlauf ihres Lebens an einem Mammakarzinom (RKI, 2012). Das mittlere
Erkrankungsalter fiir Krebs allgemein liegt hierzulande bei 69 Jahren, fiir Brustkrebs
bereits bei 65 Jahren. Jede vierte Frau ist bei Erstdiagnose eines Brustkrebs jiinger als
55 Jahre und jede zehnte sogar jlinger als 45 Jahre (RKI, 2012). 2008 wurden etwa
doppelt so viele Brustkrebsfille wie 1980 diagnostiziert, die altersstandardisierte
Erkrankungsrate stieg seitdem um etwa 50% (RKI, 2012). Dies ist zum Teil auf das
2005 einsetzende Mammographie-Screening zur Fritherkennung zuriickzufiihren (RKI,
2012). Frauen zwischen 50 und 69 Jahren wird seitdem alle zwei Jahre eine
Untersuchung der Brust mittels Rontgenstrahlung angeraten. Als Folge stieg die
Erkrankungsrate zundchst sprunghaft an. Viele Tumore, vor allem kleinere Tumore
werden seitdem deutlich frither entdeckt. Doch trotz stetig steigender Inzidenz sterben
heute durch vermehrte Fritherkennungsprogramme und bessere Therapiemoglichkeiten
weitaus weniger Frauen an dieser Erkrankung. Im Jahr 2010 lag die Zahl der Sterbefille
infolge von Brustkrebs bei ca. 17.000. Dies entspricht 3,9% aller weiblichen Todesfille
in der Bundesrepublik (Statistische Bundesamt, 2012).

Die Atiologie des Mammakarzinoms ist weitestgehend unbekannt, jedoch sind
mittlerweile viele endogene und exogene Faktoren bekannt, die sowohl einen positiven
als auch einen negativen Einfluss auf die Entstehung haben konnen. So gehen eine frithe
erste Menstruation (< 12 Jahren) und eine spite Menopause (> 52 Jahren), Nulliparitét,

eine spdte erste Geburt (> 35 Jahre) und ein steigendes Alter mit einem erhéhten Risiko
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einher. Ebenso sind eine Hormonersatztherapie, Ubergewicht und Bewegungsmangel
wiahrend und nach den Wechseljahren mit einem steigenden Risiko assoziiert. Die
Studienlage zeigt auch einen ungiinstigen Einfluss von Alkohol und Zigaretten im Sinne
einer Risikoerh6hung. Frauen mit hoher Brustdichte in der Mammographie und
atypischen duktalen oder lobuldren Hyperplasien haben ebenso wie Frauen mit

familidrer Hiufung von Brust- und Eierstockkrebs ein erhohtes Risiko.

Im Gegenzug reduzieren viele und vor allem friihe Geburten und lange Stillphasen das

Risiko, an einem Mammakarzinom zu erkranken (RKI, 2012).

2.1.2 Pathologie der Mammakarzinome

Der folgende Abschnitt erldutert die histopathologische Klassifikation und Graduierung
des Mammakarzinoms. AufBlerdem werden die Zusatzuntersuchungen wie die

Bestimmung des Hormonrezeptor- und HER2-Status ndher beschrieben.

Histopathologische Klassifikation

85-90% aller Mammakarzinome entwickeln sich aus dem Epithel der Milchginge
(Ductus) und nur 10-15% aus dem Epithel der Driisenlédppchen (Lobuli). Beschrankt
sich der Tumor auf sein Ursprungsepithel und durchbricht nicht die Basalmembran,
spricht man von einem nicht invasiven Karzinom oder einem Carcinoma in situ. Es wird
je nach Ursprungsepithel zwischen einem duktalen Carcinoma in situ (DCIS) oder
einem Carcinoma lobulare in situ (CLIS) unterschieden. Sobald eine Infiltration in ein
umgebendes Gewebe stattfindet, gehort der Tumor der Gruppe der invasiven
Mammakarzinome an. Hier unterscheidet man das duktale Karzinom mit 40-75% der
Félle, das lobulére (5-15%), das medullédre (1-7%), das tubuldre (1-2%), das muzindse
(1-2%) und das papillire Karzinom (1-2%) (Bauerfeind, 2011, S. 63).”

Histologische Graduierung (Grading)

Neben der Typisierung ist bei invasiven Karzinomen die histologische Graduierung
(Grading) von besonderer Bedeutung, da sie eine groBere prognostische Aussagekraft

hat. Sie korreliert mit dem Lymphknotenstatus, der Rezidivrate, der Mortalititsrate und

* Die iibrigen Karzinomformen treten in weniger als 1% der Fille auf und werden hier nicht gesondert beschrieben.
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dem Rezeptorstatus (Bauerfeind, 2011, S. 63). Die Einteilung erfolgt nach Elston und
Ellis (1991) und beurteilt histologische und zytologische Kriterien (siche Tabelle 1).

Tabelle 1: Kriterien des Gradings fiir das Mammakarzinom

Merkmale Kriterien Scorewerte
>75% 1
Tubulére Differenzierung 10-75% 2
<10% 3
gering 1
Kernpolymorphie mittelgradig 2
stark 3
0-5/10 HPF* 1
Mitoserate 6-11/10 HPF 2
>11/10 HPF 3
Summenscore Malignititsgrad G-Gruppe Definition
3-5 Punkte gering Gl gut differenziert
6-7 Punkte méalig G2 maBig differenziert
8-9 Punkte hoch G3 schlecht differenziert

*HPF steht fiir High Power Field; Beriicksichtigung der individuellen GesichtsfeldgroBe fiir die Zuordnung der Scorewerte
entsprechend Elston und Ellis (1991). Die hier angegebenen Kriterien fiir einen Gesichtsfelddurchmesser von 0,45 mm
entsprechend einem einfachen Lichtmikroskop mit Sehfeldzahl 18 ohne GroBfeldtubus.

Eigene Darstellung in Anlehnung an Elston und Ellis (1991)

Hormonrezeptorbestimmung

Die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus (Ostrogen- und Progesteronrezeptoren)
gehort zur Routinediagnostik des invasiven Mammakarzinoms, da das Ergebnis
entscheidend zur Planung einer endokrinen Therapie beitrdagt. Die Bestimmung erfolgt
mittels Immunhistochemie und gibt den Prozentsatz (Score 0—4) derjenigen Tumor-
zellen an, die Hormonrezeptoren tragen. Neben der Angabe des Prozentsatzes positiver
Zellkerne wird auch die durchschnittliche Farbeintensitit (Score 0—3) beurteilt. Hierbei
ist der vorherrschende Intensitidtsgrad mafigeblich. Das Produkt beider Werte wird
durch einen 12-stufigen Immunreaktiven Score (IRS) ausgedriickt (sieche Tabelle 2)
(Remmele und Stegner, 1987). Erginzend kann auch der international akzeptierte

Allred-Score angeben werden (Harvey et al., 1999). Die Interpretation der Ergebnisse
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erfolgt geméll den Empfehlungen der ASCO/CAP-Leitlinien® (Hammond et al., 2011).
Grundsidtzlich wird zwischen rezeptorpositiven und rezeptornegativen Tumoren
unterschieden. Als rezeptornegativ werden die Tumore bezeichnet, die ein Firbe-
verhalten von < 1% aufweisen. Der Nachweis von Hormonrezeptoren ist Voraussetzung

fiir eine endokrine Therapie mit einem selektiven Ostrogenrezeptormodulator wie z.B.

Tamoxifen (Goldhirsch et al., 2005).

Tabelle 2: Immunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner

Prozentsatz positiver Tumorzellen x Firbeintensitit = IRS
keine pos. Kerne 0 Punkte keine Farbreaktion 0 Punkte negativ 0-2
Punkte

<10% pos. Kerne 1 Punkt schwache Farbereaktion 1 Punkt schyvg ch 34
positiv Punkte

10-50% pos. Kerne 2 Punkte méBige Firbereaktion 2 Punkte méfig 6-8
positiv Punkte

51-80% pos. Kerne 3 Punkte starke Farbereaktion 3 Punkte stark. o-12
positiv Punkte

> 80% pos. Kerne 4 Punkte

Eigene Darstellung in Anlehnung an Remmele und Stegner (1987)

Bestimmung der HER2-Status

Des Weiteren gehort die Bestimmung des HER2-Status (Human Epidermal Growth
Factor Receptor 2) zur Standarddiagnostik eines neu identifizierten Karzinoms. HER2
gehort zur Gruppe der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren und stimuliert die
Zellproliferation und hemmt die Apoptose. Die Bestimmung kann immunhisto-
chemisch, mit der Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung (FISH), der Chromogen-In-situ-
Hybridisierung (CISH) und der Silber-In-situ-Hybridisierung (SISH) erfolgen. Der
Nachweis einer HER2-Uberexpression bzw. eine Amplifikation des Gens ist
Voraussetzung fiir eine Herceptin®- (Antikorper Trastuzumab) oder Tyverb®-Therapie

(Tyrosinkinaseinhibitor Lapatinib) (siehe Tabelle 3) (Bauerfeind, 2011, S. 73).

® Die Abkiirzung ASCO/CAP steht fiir American Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists.
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Tabelle 3: Beurteilung des HER2-Status

Immunbhisto- Reaktionsmuster Bewertung
chemie Score

0+ keine Férberaktion oder < 10% der Tumorzellen mit Markierung negativ
1+ > 10% der Tumorzellen mit schwacher inkompletter Markierung negativ

> 10% der Tumorzellen mit zirkuldrer Markierung; Férbeintensitdt gering

2 bis mittelgradig oder starke zirkuldre Markierung < 30%

schwach positiv

3+ > 30% der Tumorzellen mit zirkuldrer Markierung; Férbeintensitét stark stark positiv

FISH/CISH-Analyse Amplifikation

HER2/CEP17-Quotient < 1,8 oder < 4 Gensignale pro Tumorzellkern negativ
HER2/CEP17-Quotient 1,8-2,2 oder 4-6 Gensignale pro Tumorzellkern zweifelhaft
HER2/CEP17-Quotient > 2,2 oder mehr als 6 Gensignale pro Tumorzellkern positiv

* Die Abkiirzung CEP17 steht fiir das Chromosom-17 Signal

Eigene Darstellung in Anlehnung an Bauerfeind (2011, S. 73)

2.1.3 Klassifikationen des Mammakarzinoms

TNM-Klassifikation

Die Einteilung des Mammakarzinoms erfolgt nach der TNM-Klassifikation der Union
for International Cancer Control (UICC) (siche Anhang 1). Ist das Karzinom mittels
Biopsie histologisch gesichert, erfolgt eine pratherapeutische Einteilung, die mit dem
Prifix ,,c* fiir clinical (cTNM) gekennzeichnet ist. Erfolgt die Einstufung am
Operationspriparat, handelt es sich um eine pathologische Klassifikation. Sie wird mit
einem ,,p* fiir pathologisch (pTNM) versehen. Beurteilt werden sowohl Tumorgrofe
(T), Lymphknotenbefall (N) als auch (Fern-) Metastasierung (M) (UICC, 2009). Die
Einteilung hat eine grofe prognostische Bedeutung und bestimmt in der Regel die

Therapie.

Residualtumor(R)-Klassifikation

Nach aktuellen Empfehlungen wird die pTNM-Klassifikation durch den Pathologen mit
der Residualtumor(R)-Klassifikation ergénzt. Die Klassifikation beschreibt das Fehlen
oder Vorhandensein von Resttumor nach Therapie und hat somit grofle prognostische
Bedeutung fiir das Gesamtiiberleben und das Rezidivrisiko (Schnitt et al., 1987). Es

wird wie folgt unterschieden:
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— RO (kein Tumornachweis am Resektionsrand)
— R1 (mikroskopischer Tumornachweis am Resektionsrand)

— R2 (makroskopischer Tumornachweis am Resektionsrand)

2.1.4 Diagnostik

Die Friitherkennung einer Brustkrebserkrankung stellt eine umfassende interdisziplindre
Aufgabe dar. Allem voran ist hier die Brust-Selbstuntersuchung zu erwihnen. Sie sollte
von jeder Frau einmal monatlich nach der Menstruation durchgefiihrt werden. Laut
WHO' liegt fiir diese Untersuchung zwar keine Evidenz fiir eine Senkung der Mortalitit
vor, jedoch wird sie weiterhin von vielen Seiten propagiert. Des Weiteren gehdren die
klinische Untersuchung (Inspektion, Palpation) der Brust und der Lymphabflusswege
durch einen Arzt, die Mammographie und die Sonographie zur Basisdiagnostik. Der
Einsatz der Mammographie in der Fritherkennung reduziert nachweislich die
Sterblichkeit und gilt daher weltweit als wirksame Methode. Aus diesem Grund wird
Frauen im Alter von 50-69 Jahren alle 2 Jahre die Durchfiihrung einer Mammographie
angeraten. Die Sensitivitdt der Untersuchung nimmt jedoch mit steigender Dichte des
Brustgewebes ab und liegt bei sehr dichtem Gewebe nur noch bei 50%. In diesem Fall
oder bei einem suspekten Befund in der Basisdiagnostik sollte eine weitere bildgebende
Diagnostik (MRT®) und ggf eine histologische Sicherung (Stanzbiopsie,
Vakuumbiopsie oder offene Exzisionsbiopsie) erfolgen. Bei lokal fortgeschrittenen
Karzinomen oder bei klinischem Verdacht auf Metastasierung sollte bereits vor
Therapiebeginn ein  Staging mit Rontgen-Thorax, Lebersonographie und

Skelettszintigraphie erfolgen (Albert et al., 2008; NICE, 2009).

2.1.5 Therapie

Das groBle Spektrum an nicht invasiver und invasiver Diagnostik ermdglicht heute eine
sehr gute Therapie- bzw. Operationsplanung. Bei nicht fortgeschrittenen Karzinomen ist
die operative Therapie des Priméirtumors das erste Vorgehen. Ziel der Therapie ist die
komplette Tumorentfernung mit moglichst freien Resektionsrdndern (R0O-Status). Dabei

besteht die Moglichkeit einer brusterhaltenden Therapie (BET) oder einer Mastektomie.

" Die Abkiirzung WHO steht fiir World Health Organization.

8 Die Abkiirzung MRT steht fiir Magnetresonanztomographie.
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Randomisierte Studien haben gezeigt, dass eine brusterhaltende Therapie mit
nachfolgender Bestrahlung gegeniiber der modifiziert radikalen Mastektomie (MRM)
keinen Uberlebensvorteil bringt (Veronesi et al., 2002). Entscheidend ist jedoch die RO-
Resektion, sie ist die Grundlage fiir ein niedriges lokales Rezidivrisiko (Houssami et al.,
2010). Weiterer Bestandteil des operativen Vorgehens ist die Bestimmung des
Nodalstatus mit der Sentinel-Lymphknoten-Biopsie (SLNB). Nur bei Nichtauffinden
des sogenannten Waichterlymphknotens (Sentinel-Lymphknoten = SLN) oder bei
positivem Befund ist eine Axilladissektion indiziert (NZGG, 2009).

Eine postoperative Radiotherapie gehort mittlerweile nach brusterhaltender Operation
zum internationalen Therapiestandard (EBCTCG et al., 2011). Sie fiihrt zu einer
verbesserten Tumorkontrolle und zu einer Senkung der lokalen Rezidive. Es zeigt sich
ein positiver FEinfluss auf die brustkrebsspezifische Sterberate und die
Uberlebenswahrscheinlichkeit. Analog trifft dies auch fiir eine postoperative

Radiotherapie nach Mastektomie zu (Clarke et al., 2005).

Die Fortschritte in der Diagnostik und auch beim operativen Vorgehen werden von
einer sehr guten medikamentdsen Therapie komplettiert. In Anlehnung an das Risiko-
und Rezeptorprofil konnen eine adjuvante systemische Chemotherapie, eine endokrine
Therapie, eine Anti-HER2-Antikorpertherapie oder eine Kombination dieser zur
Anwendung kommen (EBCTCG, 2005). Eine neoadjuvante (primire bzw. prdoperative)
systemische Behandlung ist die Therapie der Wahl bei Patientinnen mit lokal
fortgeschrittenen, primir inoperablen oder inflammatorischen Mammakarzinomen, um
nach der medikamentésen Tumorreduktion eine Operation in sano zu erreichen (von

Minckwitz et al., 2011).

2.1.6 Prognose

Der weitere Verlauf einer Brustkrebserkrankung héngt von verschiedenen Prognose-

faktoren ab. Hierzu gehoren:

— die Tumorgrofe und —ausdehnung,
— der Lymphknotenbefall (stirkster prognostischer Faktor),
— der Differenzierungsgrad der Zellen (Grading) und

— die Hormonrezeptoren.


http://www.vitanet.de/krankheiten-symptome/brustkrebs/stadien
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Insgesamt hat sich die Prognose von Brustkrebs aufgrund einer interdisziplindren
Versorgung in den letzten 20 Jahren massiv verbessert. Mittlerweile iiberleben neun von
zehn Frauen ihre Erkrankung um 10 Jahre (Heil et al., 2012). Eine Auswertung des
Robert-Koch-Instituts hatte 2010 eine 5-Jahres-Uberlebensrate fiir den Zeitraum 2000
bis 2004 von 79,6% ermittelt (Haberland et al., 2010). In einer neueren Arbeit des
Deutschen Krebsforschungszentrums waren es sogar 84% fiir die Jahre 2002 bis 2006
(Hiripi et al., 2012). Die aktuelle Uberlebensrate aus den USA lag nach Angaben des
US-National Cancer Institute fiir 1999 bis 2006 sogar bei 89% (Altekruse et al., 2010).

2.2 Das triple-negative Mammakarzinom

Mammakarzinome werden heute in mehrere Subgruppen eingeteilt, die sich sowohl in
der Prognose als auch im Therapiekonzept stark unterscheiden. Das triple-negative
Mammakarzinom bildet eine dieser Untergruppen und zeichnet sich durch fehlende (a)
Ostrogen (ER)- und fehlende (b) Progesteronrezeptoren (PR) sowie eine fehlende (c)
HER2-Expression aus (Nielsen et al., 2004). Ein Karzinom wird vom Pathologen als
triple-negativ bezeichnet, wenn in der Immunhistochemie keine (< 1%) Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren (sieche Tabelle 2) nachweisbar sind sowie eine HER2-Expression
von weniger als 30% bzw. ein HER2/CEP17-Quotient von unter 1,8 in der Fluoreszenz-
In-situ-Hybridisierung (FISH) erreicht wird (siehe Tabelle 3) (Wolff et al., 2007). In der
Genexpressionsanalyse zeigt sich in ca. 80% der Fille das molekulare Profil des
Basalzelltyps, auch ,basal-like” genannt. Dieser definiert sich einerseits durch eine
fehlende bzw. geringe ER-, PR- und HER2-Expression und andererseits durch eine
hohe Expression basaler (myo-) epithelialer Marker (CK 5°, CK 14°, Caveolin 1,
CAIX', p63"', EGFR'?). Zudem geht der basal-like Phinotyp hiufig mit Mutationen
der DNA-Reparaturgene (z.B. p53“) und Alterationen im MAPK-/Akt-/PARP-
Pathway'® einher (Sorlie et al., 2001). Trotz erheblicher Uberschneidungen zwischen
dem triple-negativen Mammakarzinom und dem basal-like Subtyp besteht eine

Diskordanz von bis zu 30% (Bertucci et al., 2008).

° Die Abkiirzung CK 5 bzw. CK 14 steht fiir Zytokeratin 5 bzw. 14.

' Die Abkiirzung CAIX steht fiir Carbonic Anhydrase IX.

' Die Abkiirzungen p63 bzw. p53 stehen fiir das Tumorsuppressorprotein 63 bzw. 53.
12 Die Abkiirzung EGFR steht fiir Epidermal Growth Factor Rezeptor.

" Die Abkiirzung MAPK steht fiir Mitogen-activated Protein Kinase, Akt fiir Protein Kinase B und PARP fiir Poly (ADP-Ribose)
Polymerase.


http://www.rki.de/DE/Home/homepage_node.html
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2.2.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Die Préivalenz des triple-negativen Mammakarzinoms liegt etwa bei 12—-17% (Foulkes
et al., 2010). Pradisponiert sind Frauen jiingeren Alters (< 50 Jahren) mit prameno-
pausalem Hormonstatus und afroamerikanischer Abstammung (Carey et al., 2006). 90%
aller triple-negativen Mammakarzinome und Karzinome des Basalzelltyps sind schlecht
differenziert und présentieren sich in der Histologie eher invasiv-duktal (Fulford et al.,
2006). Zudem gehen triple-negative Karzinome mit iiberdurchschnittlich groB3en
Tumoren und einem ausgepragtem axillairen Lymphknotenbefall einher (Dent et al.,
2007). Der Proliferationsmarker Ki-67 ist hdufig verstirkt nachweisbar und gibt damit
Aufschluss tiber eine hohe Wachstumsgeschwindigkeit des Tumors (Umemura et al.,

2005).

2.2.2 Therapie

Derzeit stehen fiir hormonabhédngige und HER2-positive Tumore spezielle Therapien
zur Verfliigung, z.B. Tamoxifen und Aromataseinhibitoren oder Trastuzumab. Angriffs-
punkte hierbei sind vor allem Ostrogen-, Progesteron- und HER2-Rezeptoren. In der
Behandlung des triple-negativen Mammakarzinoms existieren solche zielgerichteten
Therapieoptionen bisher nicht. Die Chemotherapie ist aktuell die wichtigste Séule in der
Therapie des hormonunabhédngigen Karzinoms — sowohl in der adjuvanten als auch
metastasierten ~ Situation. Es gibt sogar Hinweise, dass Patientinnen mit
hormonrezeptornegativen Karzinomen besser auf eine primdre Chemotherapie reagieren
als jene mit hormonrezeptorpositiven (Ellis et al., 2008). Es werden vor allem
anthrazyklinhaltige Chemotherapeutika und Taxane verabreicht. In aktuellen klinischen
Studien wird unter anderem der Einsatz von Epidermal Growth Factor Rezeptor
(EGFR)-Inhibitoren untersucht, da 60% aller triple-negativen Mammakarzinome eine
EGFR-Expression aufweisen. Bereits in préklinischen Daten zeigte sich die Anwendung
einer Kombination aus EGFR-Inhibitoren und Chemotherapeutika wirkungsvoller als
eine Monotherapie (Corkery et al., 2009). Des Weiteren befinden sich Poly(ADP-
ribose)-Polymerase (PARP)-Inhibitoren in Erprobung. Besonders Zellen mit DNA-
Reparaturdefekten (z.B. BRCA1) sprechen sehr gut darauf an (Tutt et al., 2010).
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2.2.3 Prognose

Das triple-negative Mammakarzinom hat eine weitaus schlechtere Prognose als
Mammakarzinome anderer Entititen. Bemerkbar macht sich dies in folgenden

Uberlebensnachteilen:

— einer hoheren Metastaserate in den ersten drei Jahren nach Ersttherapie, v.a. fiir
Viszeral- und Zerebralmetastasen (Heitz et al., 2009),

— einer hoheren Mortalitdt vor allem in den ersten 3—5 Jahren nach Erstdiagnose,

— einer hoheren Inzidenz fiir Lokalrezidive (Nguyen et al., 2008) und

— einer durchschnittlich kiirzeren Uberlebenszeit nach einem Rezidiv (Tischkowitz

et al., 2007).

Die folgende Tabelle (siche Tabelle 4) fasst noch einmal alle Besonderheiten des triple-

negativen Mammakarzinoms zusammen.

Tabelle 4: Charakteristika des triple-negativen Mammakarzinoms

Charakteristika Beschreibung

—  Prdmenopausaler Hormonstatus
Patientinnen —  Junge Frauen (< 50. Lebensjahr)
—  Afrikanischer Abstammung

—  BRCA-1-Mutationstragerin

— Invasiv-duktales Karzinom, seltene Histologien (medullédr oder
metaplastisch)
—  High-grade-Tumor
Tumor —  Axilldre Lymphknoten-Beteiligung
—  Erhohte mitotische Aktivitdt
—  Tumornekrose

—  GroBere Tumoren

—  Schlechte Prognose
Behandlung/Prognose —  Erhohtes Risiko fiir Friihrezidive, besonders in den ersten 3 Jahren
—  Chemotherapiesensitiv

— Keine gezielte Therapie

Eigene Darstellung in Anlehnung an Bosch et al. (2010)
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2.3 Die Humangenetik des Mammakarzinoms

Die Krebsentstehung ist ein sehr komplexer, mehrstufiger Prozess, der durch dulere
Einfliisse wie Erndhrung, Lebensweise und Umweltfaktoren beeinflusst wird. Ein
wesentlicher Faktor ist jedoch die Mutation von Genen. Etwa 15-20% aller
Mammakarzinome haben eine erbliche Priadisposition, d.h. es konnen Genvarianten fiir
die Krebsentstehung verantwortlich gemacht werden (Bauerfeind, 2011, S. 100). Man
unterscheidet heute Gene hoher Penetranz und Gene moderater bis niedriger Penetranz,
die im Rahmen komplexer Erbgédnge das Erkrankungsrisiko wesentlich erhhen kénnen
(siche Tabelle 5) (Meindl et al., 2011). Penetranz beschreibt in diesem Zusammenhang
die Wahrscheinlichkeit, dass eine Mutation phinotypisch in Erscheinung tritt. Bei etwa
10% aller Mammakarzinome sind Mutationen in hoch penetranten Genen zu finden.
Davon entfallen ca. 5% auf die Gene BRCA1 und BRCA2, 1% auf syndromassoziierte
Gene, 1-2% auf RAD51-Paralogien'* und weitere 3-4% auf noch unbekannte Gene.
Das Zusammenspiel von moderat und niedrig penetranten Genen verursacht die
verbleibenden 10% der erblich bedingten Mammakarzinome (Bauerfeind, 2011, S. 100-
101). Die Vererbung hoch penetranter Gene erfolgt im Gegensatz zu moderat und
niedrig penetranten Genen autosomal-dominant. Sie werden iiber einen monogenen

Erbgang mit einer Wahrscheinlichkeit von 50% an die Kinder weitergegeben.

Tabelle 5: Risikomodifikation durch Brustkrebsgene

Risikogene Risikomodifikation Gene/Syndrome

BRCA1/BRCA2/RADS1C: hereditéres
Mamma- und Ovarialkarzinom-Syndrom

Hoch penetrante Gene 5- bis 20-fach TP53: Li-Fraumeni-Syndrom
STK11/LKBI1: Peutz-Jeghers-Syndrom

PTEN: Cowden-Syndrom

Moderat penetrante Gene 1,5- bis 5-fach CHEK2, PALB2, BRIP1, ATM

FGFR2, TOX3, MAP3K1, CAMK 1D, SNRPB,
Niedrig penetrante Gene 0,7- bis 1,5-fach FAMS84B/c-MYC, COX11, LSP1, CASPS,
ESR1, ANKLE1, MERIT40 etc.

Eigene Darstellung in Anlehnung an Meindl et al. (2011)

' Fiir die kiirzlich identifizierten Gene RAD51C und RAD51D scheint das Erkrankungsrisiko #hnlich hoch wie bei BRCA1 und
BRCA2 zu liegen (Loveday et al., 2011; Meindl et al., 2010), wobei das Ovarialkarzinomrisiko hoher als das Mammakarzinom-
risiko sein konnte.
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In der klinischen Patientenversorgung spielen aktuell die hochpenetranten Gene BRCA1

und BRCA2 die wichtigste Rolle.

2.3.1 BRCA1

Das Tumorsuppressorgen BRCA1 wurde erstmals 1990 mit Hilfe von
Kopplungsanalysen auf Chromosom 17 lokalisiert (Hall et al., 1990) und 1994 durch
Positionsklonierung genauer identifiziert (Miki et al., 1994). BRCAI liegt auf dem
langen Arm des Chromosoms 17 und besteht aus 24 Exons, die sich iiber 100 kb
erstrecken. 22 dieser Exons sind an der Kodierung eines komplexen Proteins aus
insgesamt 1863 Aminosduren beteiligt (Morrison et al., 2002). Die Funktion des
BRCA1-Gens ist sehr vielfdltig und bis heute noch nicht vollkommen geklart. Auf
Grund struktureller Eigenschaften kann allerdings auf einige Funktionen geschlossen
werden. So besitzt das Protein eine grole Anzahl an funktionell relevanten Dominen,
durch die es mit zahlreichen Partnern direkt interagieren kann (sieche Abbildung 1). Es
spielt eine zentrale Rolle bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen durch
homologe Rekombination, bei der Markierung schadhafter DNA-Abschnitte, bei der
Remodellierung des Chromatins und bei der Transkription (Boulton, 2006).

Das BRCA1-Gen besitzt zwei hoch konservierte Doménen, die Ringfinger (RING)- und
Kernlokalisierungs (NLS = Nuclear Localization Signal)-Doménen am N-terminalen
Ende und zwei BRCT (BRCAI1-C-Terminal)-Doménen am C-terminalen Ende des
Proteins (Boulton, 2006). Die Ringfinger-Doméne hat die Eigenschaften einer E3-
Ubiquitinligase und vermittelt Protein-Protein- bzw. Protein-DNA-Interaktionen. So
bildet sie zum Beispiel mit BARDI1", einem strukturell dhnlichen Protein, ein
Heterodimer, welches an der Reparatur defekter DNA direkt beteiligt ist (Hashizume et
al., 2001). Die BRCT-Domédne am C-Terminal scheint ein wichtiger Interaktions-
Bereich fiir viele DNA-Reparatur-Proteine wie zum Beispiel TP53' (Chai et al., 1999),
BRIP1'" (Cantor et al., 2001) und BRCA2 (Chen et al., 1998; Welcsh et al., 2000) zu
sein. Die DNA-bindende Doméne von BRCAL ist im zentralen Bereich des Proteins

(AS 452-1092) angeordnet (Paull et al., 2001). Dort befinden sich ebenfalls eine

'* Die Abkiirzung BARD steht fiir BRCA1-associated Ringdomain-1-Protein.
' Die Abkiirzung TP53 steht fiir das Tumorsuppressorgen 53.
17 Die Abkiirzung BRIP1 steht fiir BRCA-interacting-Protein 1.
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Chk2'®-abhingige Phosphorylierungsstelle an der Position 988 (Zhang et al., 2004) und
Bindungsstellen fiir TP53 (Zhang et al., 1998), RADS 1" und den MRNZO-Komplex
(Zhong et al, 1999). Die angrenzende SQ*'-Region enthilt mehreren
Phosphorylierungsstellen fiir die Proteinkinasen ATM** und ATR®, die einzeln oder im

Cluster angeordnet sind.

SQ-Region
CHEK2 ATM ATR

Ringdoméne NLS-Region &) G)EENE) srer

DNA-Bindungs-Doméne

BARD1 TP§3 RADS1 BRCA2

MRN-Komplex TPs3

BRIP1

Abbildung 1: Aufbau des BRCA1-Gens

Eigene Darstellung in Anlehnung an Boulton (2006); Zhang und Powell (2005); Chai et al. (1999); Cantor et al. (2001); Chen et al.
(1998); Welcsh et al. (2000); Paull et al. (2001); Zhang et al. (1998); Zhang et al. (2004); Zhong et al. (1999)

Derzeit sind weltweit tiber 2000 Mutationen des BRCA1-Gens bekannt. Das Spektrum
der Mutationen variiert je nach ethnischer und geographischer Zugehorigkeit. 55% der
Mutationsvarianten konzentrieren sich auf das besonders grofle Exon 11. Die iibrigen
Mutationen verteilen sich relativ gleichméBig iiber das gesamte Gen. Ca. 30% von
thnen sind Missense-Mutationen (sinnverdndernde Mutation) oder Leseraster-
verschiebungen (Frameshift-Mutation) und Proteinverkiirzungen, die durch Deletion
entstehen (Morrison et al., 2002; Passarge, 2008, S. 272). Die hdufigste Mutation mit

30-40% in Europa und Nordamerika ist eine Insertion der Base Cytosin an Position

'8 Die Abkiirzung Chk2 steht fiir Checkpoint-Kinase 2.

" Die Abkiirzung RADS1 steht fiir Radiation-Protein 51.

2 Die Abkiirzung MRN steht fiir MRE11, RAD50, NBS1.

2! Die Abkiirzung SQ steht fiir Serin/Glutamin.

2 Die Abkiirung ATM steht fiir Ataxia Telangiectasia Mutated.

3 Die Abkiirzung ATR steht fiir Ataxia Telangiectasia and Rad3-related Protein.
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5382 (¢.5266dupC - alte Nomenklatur ,,5382insC*) in Exon 20, die zu einem
vorzeitigen Kettenabbruch fiihrt. Die Verdnderung ist auch als hiufig vorkommende
Griindermutation bei aschkenasischen Juden und in vielen osteuropidischen Staaten
bekannt (Gorski et al., 2000). Des Weiteren findet sich die Missense-Mutation
¢.181T>G (alte Nomenklatur ,,300T>G*) relativ hdufig. Sie verursacht einen Austausch
der Aminosdure Cystein durch Glycin an Position 61 in der Ringfinger-Domédne des

Proteins (Meindl et al., 2002).

Eine Metaanalyse von 22 Studien mit insgesamt 8139 Brust- und/oder
Eierstockkrebsfillen aus 12 Landern ergab fiir Tragerinnen einer BRCA1-Mutation ein
kumuliertes Erkrankungsrisiko bis zum 70. Lebensjahr von 65%, an Brustkrebs zu
erkranken (Antoniou et al., 2003). Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei Mitte bis
Ende 40, das bedeutet 1-2 Lebensjahrzehnte friiher, als sporadische oder BRCA2-

assoziierte Brustkrebsfille zu erwarten wéren.

80
70 —
60 . 1
50 —
X 40 —
30 W BRCAI
BRCA2
20 —
0 S T T T 1
<30J <40] <50J <60J <70J
Alter (Jahre)

Abbildung 2: Altersbezogene Erkrankungswahrscheinlichkeit fiir BRCA1/2-Mutationstrigerinnen

Eigene Darstellung in Anlehnung an das Deutsches Konsortium fiir familidren Brust und Eierstockkrebs (2011)

Die Wahrscheinlichkeit, an Eierstockkrebs zu erkranken, steigt bei einer Verdnderung
des Gens bis zum 70. Lebensjahr auf 39% (Antoniou et al., 2003). Neben einem
erhohten Risiko fiir Brust- und Eierstockkrebs scheint auch das allgemeine Krebsrisiko
erhoht zu sein (Risch et al., 2006). Die Tumore von BRCA1-Mutationstrdgerinnen

lassen sich morphologisch, immunhistochemisch und molekulargenetisch eindeutig von
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denen, die sporadisch oder durch eine BRCA2-Mutation entstehen, unterscheiden. Mehr
als 75% der Mammakarzinome sind entweder mit einem triple-negativen, einem basal-
like Phéanotyp oder beiden assoziiert (Foulkes et al., 2010). Sie gehdéren meist dem
invasiv-duktalen Subtyp an, haben eine schlechte Differenzierung (G3-Grading) und
proliferieren aggressiver. 5—10% kénnen dem medulldren Subtypen zugeordnet werden.
Im Gegensatz dazu tritt diese Unterform nur in ca. 1% der Félle beim sporadischen
Mammakarzinom auf. Das BRCA1-assoziierte Mammakarzinom geht hdufig mit einer
Uberexpression von p53 und Ki-67 und einer verminderten Expression von Cyclin-E

und p2724 einher (Gadzicki et al., 2009; Honrado et al., 2005).

2.3.2 BRCA2

1995 entdeckten Wooster et al. (1995) das BRCA2-Gen auf dem langen Arm des
Chromosom 13. Das aus 3418 Aminosduren bestehende Protein, das von 27 Exons
kodiert wird, ist fast doppelt so grol wie das BRCA1-Produkt. Das BRCA2-Protein
besitzt dhnlich wie das BRCA1-Gen zahlreiche funktionell relevante Doménen und
auch eine groe Anzahl an Interaktionspartnern. Hauptaufgabe ist die Reparatur von

DNA-Doppelstrangbriichen mittels homologer Rekombination.

Das BRCA2-Protein ist charakterisiert durch eine N-terminale Transkriptions-
Aktivierungsdomine, die mit P/CAF® interagiert — einem Cofaktor, der die
Eigenschaften einer Acetyltransferase besitzt (Fuks et al., 1998). Zudem befinden sich
fiinf Phosphorylierungsstellen der Polo-like-Kinase 1 (PLK1) am N-terminalen Ende
(Lin et al., 2003). Das zentral gelegene Exon 11 des BRCA2-Gens kodiert fiir acht
BRC-Repeats von je ca. 30 Aminosduren, die zum Teil direkt mit RADS51 interagieren
(Wong et al., 1997). Mit Hilfe dieser Interaktion wird z.B. die DNA-Reparatur von
Doppelstrangbriichen direkt eingeleitet. Zudem sind BRCA2 und RADS51 an der
Unterdriickung der Transkription von p53 in Tumorzellen beteiligt (Marmorstein et al.,
1998). Ebenfalls im zentralen Bereich befindet sich die sog. Ovarian Cancer Cluster
Region (OCCR). Mutationen innerhalb dieses Bereichs gehen mit einem erhShten
Risiko, an Eierstockkrebs und einem verringerten Risiko an Brustkrebs zu erkranken,

einher (Thompson et al., 2001). Das C-terminale Ende des Proteins ist gekennzeichnet

* Die Abkiirzung p27 steht fiir Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 1B (CDKN1B).
 Die Abkiirzung P/CAF steht fiir p300/CBP-associated-Faktor.
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durch eine konservierte Domidne mit drei OB (Oligonukleotid-bindende)-Faltbléttern,
eine NLS-Region und eine Kontaktstelle fir BCCIPa*® — einem wichtigen Cofaktor in
der Tumorsuppression (Liu et al., 2001). Eine Interaktion zwischen RADS51 und den
funktionellen Domédnen am C-terminalen Ende ist nachgewiesen (Rajagopalan et al.,
2010). Die verschiedenen Mutationen verteilen sich {iber die gesamte kodierende
Region, wobei Exon 10 und 11 zusammen etwa 60% der kodierenden Region
ausmachen (Welcsh et al., 2000). Ca. 80% der Mutationen sind kleine Deletionen oder
Insertionen, die zu einer Proteinverkiirzung fiihren. Im Gegensatz zum BRCA1-Gen
sind fiir das BRCA2-Gen weit mehr sogenannte unklare Varianten (Unclassified
variants = UVs) bekannt. Hierunter versteht man zum Austausch einer einzelnen

Aminoséure flihrende Missense-Mutation, deren Bedeutung nicht sicher geklart ist.

PLK1
WM MW o W OCCR-Region

N-

P/CAF RADSI1 RADS1

Abbildung 3: Aufbau des BRCA2-Gens

Eigene Darstellung in Anlehnung an Boulton (2006); Fuks et al. (1998); Lin et al. (2003); Wong et al. (1997); Thompson et al.
(2001); Liu et al. (2001); Rajagopalan et al. (2010).

Fiir Mutationstrager ergibt sich ein Risiko von 60%, bis zum 50. Lebensjahr an
Brustkrebs und ein Risiko von 25%, an Ovarialkrebs zu erkranken. Des Weiteren wird
ein erhohtes Risiko fiir Kolon-, Prostata- und Pankreaskrebs beschrieben (Passarge,
2008, S. 272). Die Tumore BRCA2-assoziierter Mammakarzinome haben meist ein
Grading Grad 2-3 und exprimieren haufiger als BRCAl-assoziierte Karzinome
Ostrogen- und Progesteronrezeptoren. Eine vermehrte Bildung von Cyclin D1 und p27
wird beschrieben (Honrado et al., 2005). Eine eindeutige Differenzierung zwischen
BRCA2-positiven und sporadischen Tumoren ist derzeit nicht eindeutig moglich

(Foulkes et al., 2005).

% Die Abkiirzung BCCIPq. steht fiir BRCA and CDKNI1A interacting-Protein.
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3 Methode und Material

Nachdem die relevanten Grundlagen ndher erldutert wurden, wird nun im folgenden
Abschnitt der Gang unserer Untersuchung geschildert, beginnend mit der
Patientenrekrutierung und -befragung. Der zweite bzw. dritte Teil widmet sich dann

dem allgemeinen Ablauf einer genetischen Testung und deren Auswertung.

Die Studie wurde nach positiver Begutachtung der Ethikkommission der Universitét

Salzburg, Osterreich durchgefiihrt.

3.1 Patientenrekrutierung und -befragung

3.1.1 Patientenkollektiv

Alle Studienteilnehmerinnen wurden zwischen 2005 und 2010 in der Frauenklinik des
Rotkreuzklinikums Miinchen, unter der Leitung von Prof. Dr. med. Wolfgang
Eiermann, wegen eines Mammakarzinoms behandelt und anhand histopathologischer
Merkmale des Tumors (Ostrogenrezeptor-, Progesteronrezeptor-, HER2-Status) als
triple-negativ identifiziert. Der immunhistochemische Nachweis von Ostrogen- (Klon
6F11) und Progesteronrezeptoren (Klon 16)*" erfolgte unter der Verwendung von
Mausantikorper (IgGl). Fiir die HER2-Immunhistochemie wurden polyklonale
Hasenantikoper (Klon A0485)* verwendet. Die Studie unterlag keinen weiteren

Selektionskriterien.

3.1.2 Patientenrekrutierung

Die Identifikation der Studienteilnehmerinnen mit der Diagnose eines triple-negativen
Mammakarzinoms erfolgte anhand von Patientendaten aus dem Archiv der
Gemeinschaftspraxis Pathologie Dr. med. B. Hogel, Dr. Dr. med. C. Becker und Dr.

med. M. Beer. Mit Hilfe eines Datenexports wurde zunichst eine Excel-Tabelle mit

27 Klon 6F11 und Klon 16 wurden beide von der Firma DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Dr. Christian Sartori GmbH & Co.
KG, Hamburg, Deutschland bereitgestellt.

8 Klon A0485 wurde von der Firma Hercep™-Test; Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland bereitgestellt.
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folgenden Informationen erstellt: Vor-, Nachname, Geburtsdatum, Rezeptorstatus,
Tumorgrdfe, Differenzierung und Histologie des Karzinoms. In einem weiteren Schritt

wurde diese Liste mit den jeweiligen Kontaktdaten der Frauenklinik erginzt.

Nach Identifikation von insgesamt 126 Frauen wurden diese schriftlich kontaktiert und
zu einem einstiindigen Gesprich eingeladen. Bereits im Anschreiben wurden die
Patientinnen iiber Art, Ziel und Freiwilligkeit der Teilnahme an der Studie aufgeklart.
30 von den 126 angeschriebenen Patientinnen erkldrten sich mit der Teilnahme an der

Untersuchung bzw. einer genetischen Beratung und Testung einverstanden.

In dem personlichen Gespriach wurde gezielt herausgearbeitet, ob die Notwendigkeit
einer genetischen Testung wund/oder spezieller Vorsorgeuntersuchungen in

entsprechendem Fall bestand oder ratsam wiére.

Die Beratung wurde von Herrn Prof. Dr. med. Peter Meyer personlich oder unter dessen
Betreuung von der Autorin selbst durchgefiihrt und dauerte in der Regel 45-60

Minuten.

3.1.3 Teilstandardisierter Fragebogen

Zur Anamneseerhebung wurde ein speziell erarbeiteter teilstandardisierter Fragenbogen
verwendet. Dieser wurde mit krankheitsspezifischen Daten aus der Patientenakte bzw.

der zuvor erstellten Excel-Tabelle ergéinzt.

Der Fragebogen setzte sich wie folgt zusammen (sieche Anhang 2):

1) Fragen zur Person
— Alter
— Grofe
—  Gewicht
— BH-GroBe
2) Fragen zur Krankengeschichte des Patienten (z.T. ergéinzend zur Patientenakte)
— Datum der Erstdiagnose
— Alter der Patientin bei Erstdiagnose
— Therapie

— Metastasierung
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Zweittumor

3) Fragen zu Risikofaktoren des Mammakarzinoms

Menarchealter
Menopausealter
Hormonersatztherapie

Rauchverhalten

4) Sozialanamnese

3.14

Berufsanamnese
Berufliche Exposition mit kanzerogenen Stoffen

Sportliche Betdtigung

Stammbaumanalyse

Zur Bestimmung des individuellen genetischen Risikos und zur Klirung der Frage, ob

es sich um eine erbliche Brustkrebserkrankung handelte, wurde eine detaillierte

Familienanamnese erhoben und ergidnzend eine Stammbaumskizze erstellt. Folgende

Faktoren sollten nach Mdglichkeit erfasst worden sein:

eine vollstandiger Stammbaum iiber mindestens 3 Generationen unter Einschluss
der miitterlichen als auch véterlichen Linie,

die Diagnose aller Tumore aller betroffenen Angehorigen,

das Alter bei Erstdiagnose bei allen Tumorpatienten der Familie und

das Alter und das Geschlecht aller betroffenen und nicht betroffenen

Familienmitglieder.

Die vorgenannten Anforderungen werden vom National Institute of Clinical Excellence

(NICE) empfohlen (NICE, 2006). Anhand dieser Daten wurden das Lebenszeitrisiko, an

Brustkrebs zu erkranken, und die Wahrscheinlichkeit, Mutationstrdgerin zu sein

(Heterozygotenwahrscheinlichkeit), berechnet. Pridventive Mallnahmen werden ab

einem Lebenszeitrisiko von 30% oder einer Heterozygotenwahrscheinlichkeit von 20%

empfohlen.
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3.2 Genetische Testung

3.2.1 Klinische Kriterien zur genetischen Testung auf BRCA1 und BRCA2

Die Wabhrscheinlichkeit eine BRCA1l- und BRCA2-Muation zu tragen, ist von
bestimmten Konstellationen wie Erkrankungshdufigkeit, Alter bei Erstdiagnose und
dem erkrankten Organ (Brust, Eierstock) abhéngig. In Deutschland wird gegenwirtig
eine Mutationsanalyse als medizinisch indiziert erachtet, sobald die empirische
Wabhrscheinlichkeit fiir eine Mutation eines Hochrisikogens iiber 10% liegt. Folgende
Familienkonstellationen lassen eine solche Mutationswahrscheinlichkeit mindestens

erwarten:

zwei an Brustkrebs erkrankte Frauen (eine davon im Alter < 50 Jahre bei

Erstdiagnose),

— drei an Brustkrebs erkrankte Frauen (unabhéngig vom Alter bei Erstdiagnose),

— eine an Brustkrebs erkrankte Frauen und eine an Eierstockkrebs erkrankte Frau
(unabhingig vom Alter bei Erstdiagnose),

— eine an Brustkrebs und Eierstockkrebs erkrankte Frauen (unabhingig vom Alter
bei Erstdiagnose),

— zwei an Eierstockkrebs erkrankte Frauen (unabhingig vom Alter bei
Erstdiagnose),

— ein an Brustkrebs erkrankter Mann und eine an Brustkrebs oder Eierstockkrebs
erkrankte Frau (unabhingig vom Alter bei Erstdiagnose),

— eine an Brustkrebs erkrankte Frau im Alter von < 35 Jahre bei Erstdiagnose oder

— eine an bilateralem Brustkrebs erkrankte Frau im Alter von < 50 Jahren bei

Erstdiagnose (Gadzicki et al., 2011).

3.2.2 Material

Im Rahmen der Beratung wurden den Patientinnen nach entsprechender Aufklarung und
schriftlich dokumentiertem Einverstindnis je 20ml Blut aus einer Armvene in ein
EDTA®-Réhrchen entnommen. Alle Blutproben wurden bis zur Weiterverarbeitung bei

+4°C bis +8°C gelagert und am selben oder spitestens am darauffolgenden Tag bei

% Die Abkiirzung EDTA steht fiir Ethylenediaminetetraacetic Acid.



Methode und Material 24

2000 Umdrehungen pro Minute fiir insgesamt 10 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss
wurde der Uberstand abpipettiert und das Plasma und die zelluliren Bestandteile in
getrennten Probengefia3en bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren. Hierbei
bekam jede Probe eine patientenspezifische Nummer und wurde dadurch

pseudonymisiert.

3.2.3 Genotypisierung

Die Analysen wurden am Institut fiir Molekulare Medizin in Miinchen (Arztlicher
Direktor: PD Dr. med. Peter Meyer) durchgefiihrt. Nach Priaparation der DNA aus der
Patienten-Blutprobe mit Hilfe des Extraktions-Kits*® der Firma Gentra wurden alle
angeforderten codierenden Abschnitte inklusive in der Regel mindestens 20 die Exons
flankierender Basen der Gene BRCA1 und BRCA2 vervielfiltigt und anschlieend
einzelstrangig sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte unter der Verwendung des
BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kits und des 3730x]I DNA Analyzers mit 96
Kapillaren-Arrays®'. Zusitzlich wurde eine Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification (MLPA)*? zur Detektion groBerer (ein oder mehrere Exons umfassende)

Duplikationen und Deletionen der oben genannten Gene durchgefiihrt.

3.3 Mutationsanalyse

Die Ergebnisse der Laboranalysen wurden in einem detaillierten Bericht zusammen-

getragen und enthielten neben den probenspezifischen Daten folgende Angaben:

— DNA Probennummer,

— Datum der Testung,

— Ergebnisse der Sequenzierungsanalyse, d.h. mdgliche Abweichungen von der
Referenzsequenz

— Ergebnisse der MLPA-Analyse, d.h. Abweichungen von der erwarteten
Peakhohe und -fliche und

— eine medizinische Interpretation der Ergebnisse.

3 Das Extraktion-Kit “PureGene DNA Isolation Kit” der Firma Gentra wurde verwendet.

*! BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kits und 3730x] DNA Analyzers sind Produkte der Firma Applied Biosystems, Foster
City, CA 94404 USA. Fiir weitere Informationen sieche www.appliedbiosystems.com.

32 Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) ist ein Produkt der Firma MRC-Holland, Amsterdam, Niederlande.
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Die Verdnderungen auf DNA- und Proteinebene wurden nach der aktuellen
Nomenklatur der Human Genome Variation Society (HGVS) benannt (HGVS, 2011).
Zur medizinischen Interpretation der entdeckten Genmutationen wurden sowohl eine
ausflihrliche Literatur-Recherchen durchgefiihrt als auch folgende offentlich

zugingliche Datenbanken herangezogen:

BIC*-Datenbank (http://research.nhgri.nih.gov)
— kConFab**-Datenbank (http://www.kconfab.org/Progress/Mutations.aspx)
— LOVD™*-Datenbank (http://chromium.liacs.nl/LOVD2/cancer/home.php)

Im Wesentlichen ging es bei der Interpretation um die Beurteilung jeder einzelnen

Sequenzabweichung und deren mogliche Relevanz fiir das Auftreten von Brustkrebs.

In Anlehnung an eine Studie von Johnson et al. (2007) wurde auch das Brustkrebsrisiko
fiir die Kombination bestimmter Genvarianten berechnet. Bei der besagten Studie
handelt es sich um eine genetische Untersuchung von 473 Fillen mit zwei priméren
Brustkrebserkrankungen und 2463 gesunden Kontrollen nicht genannter ethnischer
Herkunft. Es konnten insgesamt 25 Varianten in den Genen BRCA1, BRCA2, ATM,
CHEK2 und TP53 identifiziert werden, fiir die sich vor allem in Kombination
zueinander eine erhohte Brustkrebswahrscheinlichkeit ergibt (p (trend) = 0,005). Fiinf
dieser Varianten finden sich in BRCAI (c.1067A>G, c.2077G>A, c¢.3418A>G,
¢.3548A>G, ¢.4837A>G) und neun in BRCA2 (¢c.865A>C, c.1114C>A, ¢.5744C>T,
c.6100C>T, ¢.8503T>C, c.8567A>C, 12944F, c.9976A>T, c.10234A>G). Je nach
Anzahl der sogenannten "Risiko-Allele" (homozygote Varianten werden doppelt
gezihlt) erhoht sich das rechnerische Brustkrebsrisiko. Die Odds Ratios®® sind dabei
wie folgt: 1 =1,46;2=1,39;3=1,75;4=1,56;5=1,31;6=1,84; 7=2,10; 8 =4,02; 9
= 8,04 (Johnson et al., 2007). Die in der Sequenzierung ermittelten Verdnderungen
unserer Untersuchung wurden mit denen in der Studie verglichen und die Anzahl der
Risikoallele bestimmt. Hieraus resultierte eine Risikoabschitzung, an Brustkrebs zu

erkranken.

*Die Abkiirzung BIC steht fiir Breast Cancer Information Core.
** Die Abkiirzung kConFab steht fiir Kathleen Cuningham Foundation Consortium for Research into Familial Breast Cancer.
% Die Abkiirzung LOVD steht fiir Leiden Open Variation Database der Leiden University Medical Center.

36 Die Odds Ration ist ein statistisches MaB, welches die Stirke eines Zusammenhangs von zwei Merkmalen angibt. Es ist somit ein
Art Assoziationsmal.
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4 Ergebnisse

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der deskriptiven Untersuchung im Detail

dargestellt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel 2007. Zunéchst
wurden alle Ergebnisse, sowohl die der Laboranalysen als auch die des Fragebogens, in
eine Excel-Tabelle eingetragen. In einem zweiten Schritt wurden die relevanten

Mittelwerte und Mediane, z.B. fiir das durchschnittliche Erkrankungsalter, berechnet.

4.1 Uberblick

Insgesamt wurden 30 Frauen mit gesichertem triple-negativem Mammakarzinom in die
Studie aufgenommen. Sechs der Frauen, d.h. 20%, wiesen eine krankheitsassoziierte

Verianderung auf — eine im BRCA1-Gen (3,3%) und fiinf im BRCA2-Gen (16,7%).

EBRCA1/2-negativ

17% - BRCA1/2-positiv
BRCA2-positiv
BRCAII-positiv

Abbildung 4: Prozentuale Verteilung der triple-negativen Kohorte

Eigene Darstellung

Insgesamt konnten wir vier bereits bekannte pathologische Frameshift-Mutationen
(BRCA1: ¢.5266dupC; BRCAZ2: ¢.1029delA, ¢.5645C>A, c.6444dupT) und eine
unbekannte  Splice-Site-Mutation (BRCA2: ¢.476-1G>A) mit jedoch klarer
pathologischer Wirkung identifizieren. Des Weiteren ermittelten wir eine Missense-

Mutation in BRCA2 (c.7878G>C), die in der Literatur als wahrscheinlich pathologisch
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klassifiziert wurde. Eine detaillierte Beschreibung der einzelnen krankheitsassoziierten

Mutationen erfolgt im Abschnitt 4.2.

Neben den pathologischen Mutationen entdeckten wir insgesamt fiinf Verdnderungen
(16,7%) mit allenfalls geringen klinischen Auswirkungen, d.h. Low Clinical
Significance (LCS), im BRCA1-Gen. Davon zeigten vier Fille (13,3%) die
Verianderung ¢.4956G>A und ein Fall (3,3%) die Verinderung c.1487G>A. Im
BRCA2-Gen fanden wir ebenfalls fiinf Mutationen (16,7%) mit geringer klinischer
Relevanz (LCS). Davon identifizierten wir viermal (13,3%) die Genvariante ¢.5744C>T
und einmal (3,3%) die Variante ¢.8851G>A. Des Weiteren wurden zwei Mutationen
(6,6%) mit unklarer Auswirkung (BRCA2: ¢.68-7T>A; ¢.4570T>G) ermittelt. Eine
detaillierte Beschreibung der einzelnen nicht krankheitsassoziierten Mutationen erfolgt

in Abschnitt 4.3.

Von allen triple-negativen Brustkrebsfillen zeigten 15 von 30 (50%) ein friihes
Erkrankungsalter und/oder eine familidre Krebshaufung, so dass die deutschen Kriterien
fiir das Mutationsscreening von BRCA1 und BRCA?2 erfiillt waren. Die Mutationsrate
innerhalb der Gruppe, die die Kriterien fiir eine Testung nicht erfiillten, lag bei 13%
(2/15).

Das durchschnittliche Erkrankungsalter bei Erstdiagnose lag fiir die gesamte
Studiengruppe bei 57 Jahren, fiir die sechs Mutationstrigerinnen bei 51 Jahren und fiir
die BRCA1/2-negative Gruppe bei 59 Jahren (n = 24) (siche Abbildung 5).

60

58 ——

56 —

54— —

Alter (Jahre)

TNBK BRCA1/2-positiv. BRCA1/2-negativ

Abbildung 5: Durchschnittsalter der Studienteilnehmerinnen

Eigene Darstellung
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4.2 Krankheitsassoziierte BRCA-Mutationen

Im folgenden Abschnitt werden die krankheitsassoziierten Mutationen detailliert

beschrieben (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6: Charakteristika der BRCA1/2-positiven Gruppe

DNA BRCAI1- BRCA2- Alter Zweittumor Familienanamnese  Gentest- Risiko
Mutation Mutation (ED) (Alter) (Alter bei ED) kriterien allele
1153 PM - 43 BK (48) Mutter BK (60) ja 1
¢.5266dupC
1110 LCS PM 69 - 6 x BK ms ja 2
c.1487G>A  ¢.1029delA;
RP (TNBK)
¢.5744C>T
1129 - PrPM 61 - 4 x LK ms, nein 1
c.7878G>C GroB3mutter ms BK
(61), 4 x Krebs ms
1156 - PM 37 - - nein 3
c.5645C>4
1186 - PM 56 - Schwester BK (52), ja 4
c.476-1G>A Mutter OVK (63)
1245 - PM 38 BK (43) Mutter OvK (60) ja 3
c.6444dupT
Median 50 3
Mittelwert 51 4/6

(67%)

Abkiirzungen: ED: Erstdiagnose; BK: Brustkrebs; LK: Lungenkrebs; OvK: Ovarialkarzinom; ms: miitterlicherseits; LCS (Low Clinical
Significance): geringe klinische Relevanz; PM (Pathogenic Mutation): krankheitsassoziierte Mutation; PrPM (Predictive PM): wahrscheinlich
krankheitsassoziierte Sequenzveranderung; RP (Risk Conferring Polymoprhism): Risiko tragender Polymorphismus

Eigene Darstellung

4.2.1 BRCAI1-Mutationen

BRCAI, Exon 20, ¢.5266dupC heterozygot

Diese Sequenzvariante ¢.5266dupC (alte Nomenklatur: ¢.5382insC) wurde bei der
Patientin mit der DNA-Nummer 1153 gefunden. Sie erkrankte erstmals im Alter von 43
Jahren an Brustkrebs. Mit 48 Jahren entdeckte man einen weiteren Tumor in der Brust.
In der Familie erkrankte die Mutter mit 60 Jahren ebenfalls an einem Brustkrebs. Die

deutschen Kriterien fiur den Gentest waren in diesem Fall klar erfullt.

Bei der oben genannten Sequenzvariante handelt es sich um die Insertion der Base

Cytosin nach der Position 5266 der codierenden genomischen DNA in Exon 20 des
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BRCA1-Gens (siche Abbildung 6). Diese fiihrt ab Aminosdure 1756 zu einer
verdnderten Aminosduresequenz und 73 Aminosduren spiter zum vorzeitigen Abbruch
der Proteinsynthese bei Aminosdure 1829 von insgesamt 1863. Die BRCT Doméne
wird hierdurch nicht vollstindig ausgebildet. Es ist davon auszugehen, dass viele
Interaktionen mit anderen DNA-Reparatur-Proteinen wie z.B. TP53, BRIPI und
BRCAZ2 betroffen sind. Nach aktueller Datenlage stellt diese Mutation, wie bereits unter
2.3.1 erwidhnt, mit 30-40% die hédufigste Mutation im BRCA1-Gen in Europa dar. In
der BIC-Datenbank ist die Mutation 1063 Mal aufgefiihrt und als pathogen eingestuft.
In der kConFab-Datenbank ist die Verdnderung in 17 Familien dokumentiert und wird
ebenfalls als pathogen erachtet. In der Datenbank LOVD ist die Verdnderung siebenmal
mit unbekannter klinischer Relevanz eingetragen. Eine Metaanalyse von 22
einschldgigen Studien mit insgesamt 8139 Fillen von Brust- und/oder Eierstockkrebs
aus 12 Léndern ergab fiir diese BRCA1-Variante kumulierte Risiken in Hohe von 67%
(95% KI = 36-83%) bis zum 70. Lebensjahr fiir Brustkrebs und 33% (95% KI = 8-
50%) fiir Eierstockkrebs (Antoniou et al., 2005). Aufgrund der Datenlage wird die hier

identifizierte Mutation von uns als eindeutig krankheitsassoziiert bewertet.

c ¢ A G G A C AG A A A G

72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84

Abbildung 6: Elektopherogramm®’ des Exon 20, BRCA1-Gen

Die Darstellung wurde dem Sequenzierungs-Report entnommen.
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Jeder der vier farbigen Peaks steht fiir ein Nukleotid der DNA: A (Adenin), C (Cytosin), G (Guanin), T (Thymin).
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4.2.2 BRCA2-Mutationen

BRCA2, Exon 10, c.1029delA heterozygot

Diese Sequenzvariante wurde bei der Patientin mit der DNA-Nummer 1110 entdeckt.
Sie erkrankte im Alter von 69 Jahren an Brustkrebs. Ein weiter Tumor wurde bis zum
damaligen Zeitpunkt nicht diagnostiziert. In der Familienanamnese zeigten sich
insgesamt sechs Brustkrebsfille. Die Kriterien fiir die Durchfiihrung eines Gentests

waren somit eindeutig erfiillt.

Bei der Sequenzvariante ¢.1029delA handelt es sich um eine Deletion der DNA-Base
Adenin an der Position 1029 der codierenden genomischen DNA in Exon 10 des
BRCA2-Gens. Diese Verdnderung filhrt zum Austausch der basischen Aminoséure
Lysin zur neutralen Aminosiure Asparagin an Position 343 von 3418 des Proteins und
in der Folge nach fiinf Aminosduren zum vorzeitigen Kettenabbruch (sieche Abbildung
7). Dem verkiirzten Protein fehlen die DNA-Bindungsdomdne und die in Exon 11
codierten BRC-Repeats, die laut Powell und Kachnic (2003) eine grofe Rolle bei der
Interaktion mit dem Protein RADS51 spielen. In der BIC-Datenbank ist diese
Verdnderung zweimal als krankheitsassoziiert eingetragen. In der kConFab- und in der
LOVD-Datenbank ist die Verdnderung bisher nicht dokumentiert. In einer
Untersuchung von 1171 unselektierten Patientinnen mit Eierstockkrebs aus der Provinz
Ontario in Kanada wurde die hiesige Verdnderung ebenfalls beschrieben, Angaben tiber
das Lebenszeitrisiko fiir die Tragerinnen fehlen (Risch et al., 2006; Risch et al., 2001).
Aufgrund der Datenlage und des Mutationstyps wird diese Verdnderung als

krankheitsassoziierte Sequenzvariante bewertet.

A AW Y Y W A A A A M C M
234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245 246

Abbildung 7: Elektropherogramm des Exon 10, BRCA2-Gen

Die Darstellung wurde dem Sequenzierungs-Report entnommen.
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BRCA2, Exon 17, ¢.7878G>C heterozygot

Die Patientin mit der DNA-Nummer 1129 ist Trégerin der oben genannten Mutation.
Sie erkrankte im Alter von 61 Jahren an einem Mammakarzinom. Ein Zweittumor ist
nicht bekannt. Bei der GroBmutter wurde im Alter von 61 Jahren ein Brustkrebs

diagnostiziert. Die Kriterien fiir eine Testung auf BRCA1/2 waren somit nicht erfiillt.

Bei der entdeckten Sequenzvariante handelt es sich um einen Austausch der DNA-Base
Guanin zu Cytosin an der Position 7878 der codierenden genomischen DNA in Exon 17
des BRCA2-Gens (sieche Abbildung 8). Diese Verdnderung fiihrt zum Austausch der
aromatischen, unpolaren und neutralen Aminoséure Tryptophan zur aliphatischen,
polaren und neutralen Aminosdure Cystein an Position 2626 des Proteins. Die Variante
liegt in der konservierten C-terminalen Doméne, welche die OB-Faltblitter beinhaltet.
In der BIC-Datenbank ist diese Verdnderung elfmal eingetragen und wird mit
unbekannter Relevanz eingestuft. In der kConFab-Datenbank ist die Variante nicht
dokumentiert. In der Datenbank LOVD ist die Verdnderung zweimal als "Predicted
Deleterious" eingetragen. Die Mutation wurde im Rahmen einer Software-basierten
Vorhersage iiber die funktionellen Auswirkungen von DNA-Veridnderungen in der C-
terminalen DNA-Bindungsdoméne analysiert und als krankheitsassoziiert angesehen
(Karchin et al., 2008). In einer Studie von Borg et al. (2010) wurden 705 Frauen
unterschiedlicher Herkunft mit beidseitigem Brustkrebs und 1398 Frauen mit
einseitigem Brustkrebs mittels Denaturing High Performance Liquid Chromatography
(DHPLC) und Sequenzierung auf Mutationen in den Genen BRCA1 und BRCA2
untersucht. Die hiesige Verdnderung wurde einmal in der Gruppe der Patientinnen mit
beidseitigem Brustkrebs (0,1%) gefunden und zeigt einen Krankheitsbezug. Aufgrund
der veroffentlichten Daten wird die Verdnderung als wahrscheinlich krankheits-

assoziierte Sequenzveridnderung bewertet.

G A T G G A T c A T

G A T G S A T c A T

Abbildung 8: Elektropherogramm des Exon 17, BRCA2-Gen

Die Darstellung wurde dem Sequenzierungs-Report entnommen.
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BRCA2, Exon 11, ¢.5645C>A heterozygot

Diese Mutation wurde bei der Patientin mit der DNA-Nummer 1156 identifiziert. Sie
erkrankte im Alter von 37 Jahren an Brustkrebs. Ein Zweittumor wurde nicht entdeckt.
In der Familienanamnese waren keine weiteren Krebsfille bekannt. Die Kriterien fur

den Gentest waren somit nicht erfullt.

Bei der oben genannten Sequenzvariante handelt es sich um einen Austausch der DNA-
Base Cytosin zu Adenin an der Position 5645 der codierenden genomischen DNA in
Exon 11 des BRCA2-Gens (sieche Abbildung 9). Diese Veridnderung fiihrt dazu, dass die
neutrale, polare Aminosdure Serin an Position 1882 von 3418 des Proteins durch ein
Stop-Codon ersetzt wird. Es entsteht ein verkiirztes Protein mit einem Verlust von
BRC-Repeats. In der BIC-Datenbank ist die Verdnderung 26 Mal eingetragen und als
krankheitsassoziiert eingestuft. In der kConFab-Datenbank ist die Mutation in einer
Familie dokumentiert und auch als pathogen erachtet. In der LOVD-Datenbank ist die
Verianderung ebenfalls einmal eingetragen, Angaben iiber die klinische Auswirkung
fehlen. Bei einer BRCA2-Untersuchung von 777 deutschen Brust- oder
Eierstockkrebspatienten wurde die hiesige Verdanderung in zwei Familien gefunden und
als eindeutig pradisponierende Mutation eingestuft (Meindl et al., 2002). In einer
holléndischen Studie iiber die Uberlebensdauer von Patienten mit BRCA2-Verinderung
im Vergleich zu sporadisch auftretenden Brustkrebs wurde diese Mutation bei einer
Familie gefunden und ebenfalls als brustkrebsassoziiert eingestuft (Verhoog et al.,
1999). Die Mutation wird aufgrund der oben genannten Beurteilungen und des

Mutationstyps als krankheitsassoziierte Sequenzverdnderung bewertet.

T A A A T C A A A A A

A T T T A K T T T T T
3731 3732 3733 3734 3735 3736 3737 3738 3739 3740 3741

Abbildung 9: Elektropherogramm des Exon 11, BRCA2-Gen

Die Darstellung wurde dem Sequenzierungs-Report entnommen.
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BRCA2, Intron5, c¢.476-1G>A heterozygot

Tragerin dieser Mutation ist die Patientin mit DNA-Nummer 1186. Im Alter von 56
Jahren wurde bei ihr ein Mammakarzinom diagnostiziert. Ein Zweittumor wurde bis
dato nicht entdeckt. In der Familie sind ein weiterer Brustkrebs bei der Schwester im
Alter von 52 Jahren und ein Ovarialkarzinom bei der Mutter mit 63 Jahren aufgetreten.

Die Kriterien fiir den Gentest waren somit eindeutig erfiillt.

Bei der Sequenzvariante ¢.476-1G>A handelt es sich um einen Austausch der DNA-
Base Guanin zu Adenin an der Position 476-1 der codierenden genomischen DNA in
Intron 5 des BRCA2-Gens (siche Abbildung 10). Diese Veridnderung fiihrt nicht direkt
zum Austausch einer Aminoséure des Proteins, sondern zur Zerstdrung der Akzeptor-
Splice-Site vor Exon 6. Dadurch wird hochstwahrscheinlich ein Exon-Skipping — das
,Uberspringen von einem oder mehreren Exons — ausgeldst, welches die
Aminosduresequenz des resultierenden Proteins ab Position 159 verdndert. In Folge ist
davon auszugehen, dass es zu einer Verschiebung des Leserasters und dadurch bedingt
zum vorzeitigen Kettenabbruch kommt. Dem Protein fehlen alle funktionellen Bereiche
auBler der Transaktivierungsdoméne. Die Verdnderung war bis dato weder in einer der
relevanten Datenbanken dokumentiert noch in der Literatur aufzufinden. Sie wird

dennoch aufgrund des Mutationstyps als krankheitsassoziierte Verdnderung bewertet.

\A/ M\/@
G G G G T Y A C C A T
-6 -5 -4 -3 -2 -1 1 2 3 4 5

Abbildung 10: Elektropherogramm des Intron 5-Exon 6-Ubergangs, BRCA2-Gen

Die Darstellung wurde dem Sequenzierungs-Report entnommen.

BRCA2, Exon 11, c.6444dupT heterozygot

Die Sequenzvariante c.6444dupT wurde bei der Patientin mit der DNA-Nummer 1245
ermittelt. Sie erkrankte erstmals im Alter von 38 Jahren an einem Brustkrebs. Mit 43

Jahren entdeckte man einen weiteren Tumor in der Brust. In der Familie ist ein
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Ovarialkarzinom bei der Mutter im Alter von 60 Jahren bekannt. Die deutschen

Kiriterien fiir eine genetische Testung waren somit erfiillt.

Bei dieser Mutation handelt es sich um eine Insertion der DNA-Base Thymin nach
Position 6444 der codierenden genomischen DNA in Exon 11 des BRCA2-Gens (siche
Abbildung 11). Diese Verdnderung fiihrt zum Austausch der unpolaren und neutralen
Aminosédure Isoleucin zu der polaren und neutralen Aminosdure Tyrosin an Position
2149 von 3418 des Proteins. Es kommt zu einer Verschiebung des Leserasters und in
der Folge zum vorzeitigen Abbruch der Proteinbiosynthese. Hierdurch fehlt die
komplette Bildung der C-terminalen Domine des BRCA2-Gens. In der BIC-Datenbank
ist diese Verdnderung einmal als krankheitsassoziiert eingetragen. Sowohl in der
kConFab- als auch in der LOVD-Datenbank ist die Verdnderung nicht dokumentiert.
Auch im Rahmen einer ausfiihrlichen Literaturrecherche ist sie zum damaligen
Zeitpunkt in keiner Verdffentlichung erwéhnt. Aufgrund des Mutationstyps wird die

Variante dennoch als krankheitsassoziierte Sequenzverdnderung bewertet.

C T A T T A A A G T T T C

C T W W T W A A R K T T Y
4534 4535 4536 4537 4538 4539 4540 4541 4542 4543 4544 4545 4546

Abbildung 11: Elektropherogramm des Exon 11, BRCA2-Gen

Die Darstellung wurde dem Sequenzierungs-Report entnommen.

4.3 Nicht krankheitsassoziierte BRCA-Mutationen

Neben den krankheitsassoziierten Mutationen wurden ebenfalls sowohl im BRCA1- als
auch im BRCA2-Gen nicht krankheitsassoziierte Mutationen entdeckt. Sie werden im

folgenden Kapitel dargestellt (siche Tabelle 7).
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Tabelle 7: Charakteristika der BRCA1/2-negativen Gruppe

DNA BRCAIl- BRCA2- Alter Zweittumor Familienanamnese Gentest- Risiko-
Mutation Mutation (ED) (Alter) (Alter bei ED) Kriterien allele
1102 - LCS 38 - - nein 6
c.8851G>A
1106 - RP (TNBK) 48 BK (56) Mutter BK (45) ja 3
¢.5744C>T
1108 - - 71 - - nein 0
1109 - - 63 Haut Schwester BK(58) nein 0
1111 - - 64 - Tante ms BK 68), ja 0
Tante ms BK (50)
1115 LCS - 59 - - nein 3
c.4956G>A
1117 - - 57 Basaliom (56) - nein 5
1118 - - 51 Uterus (20) Schwester BK (50) ja 3
1130 - - 70 - Mutter BK (41) ja 0
1132 - - 43 - Tante vs BK (42; 50) ja 3
1135 - - 48 - - nein 1
1139 LCS - 43 BK (57) - ja 5
c.4956G>A Basaliom (58)
1141 — - 74 - — nein 2
1145 - [ON] 57 - - nein 3
c.68-7T>A
1178 - RP (TNBK) 70 - Tante ms OvK ja 2
¢.5744C>T
1180 - us 49 - - nein 1
c.4570T>G
1182 - - 63 - 3 x BK ms, 2x LK ja 1
ms
1201 - RP (TNBK) 63 - Schwester der nein 1
c.5744C>T GroBmutter ms BK
1217 — - 50 - — nein 4
1219 - - 70 - Cousine ms BK (40)  ja 1
1232 LCS - 63 - Nichte bilateral BK ja 3
c.4956G>A (32), Tante ms BK
(42)
1244 — - 66 - Tante vs BK nein 1
1252 LCS - 68 - Schwester BK (66), ja 3
c.4956G>A GroBmutter vs BK
(50)
1259 - - 56 - - nein 2
Median 61 2
Mittelwert 59 11/24
(46%)

Abkiirzungen: ED: Erstdiagnose; BK: Brustkrebs; LK: Lungenkrebs; OvK: Ovarialkarzinom; ms: miitterlicherseits; vs: viterlicherseits; LCS
(Low Clinical Significance): geringe klinische Relevanz; RP (Risk Conferring Polymoprhism): Risiko tragender Polymorphismus; US
(Unknown Significance): Sequenzverdanderung mit unbekannter Auswirkung

Eigene Darstellung
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4.3.1 BRCAI1-Mutationen

BRCAI, Exon 11, c.1487G>A heterozygot

Bei dieser Sequenzvariante handelt es sich um einen Austausch der DNA-Base Guanin
zu Adenin an der Position 1487 der codierenden genomischen DNA in Exon 11 des
BRCA1-Gens. Diese Verdnderung fiithrt zum Austausch der polaren und stark basischen
Aminosdure Arginin zur polaren, aber schwach basischen Aminoséure Histidin an
Position 496 von 1863 des Proteins. Der Austausch liegt im Bereich der DNA-
Bindungsdomaéne. In der BIC-Datenbank ist diese Verdnderung 85 Mal mit unbekannter
Auswirkung eingetragen. In der kConFab-Datenbank ist die Verdnderung nicht
dokumentiert. In der LOVD-Datenbank ist die Verdnderung neunmal eingetragen und
davon bei sechs Eintrdgen mit "predicted neutral" bewertet, bei den Restlichen mit
unbekannter Auswirkung. 95 Frauen und 25 Ménner aus Deutschland wurden auf das
Vorhandensein von 19 nicht klassifizierten Verdnderungen im BRCA1-Gen getestet.
Alle Personen waren zum Zeitpunkt der Untersuchung élter als 60 Jahre (im
Durchschnitt 73 Jahre), gesund und wiesen keine familidre Haufung von Brust-
und/oder Eierstockkrebs auf. Vier der 19 Veridnderungen konnten in der Kontrollgruppe
nachgewiesen werden, darunter die hier identifizierte. Die Autoren Arnold et al. (2002)
gehen daher davon aus, dass diese Verdnderung nicht krankheitsassoziiert ist. In einer
Untersuchung von 40.000 Sequenzierungen der BRCA1- und BRCA2-Gene durch die
Myriad Genetic Laboratories stufen die Autoren die hiesige Mutation auch als neutral
bzw. mit geringer klinischer Auswirkung (LCS) ein (Tavtigian et al., 2006). Die
Verdnderung wird von uns deshalb als Sequenzverdnderung mit allenfalls geringer

klinischer Relevanz (LCS) bewertet.

BRCAI, Exon 16, c.4956G>A heterozygot

In vier Fillen entdeckten wir die Mutation ¢.4956G>A im BRCA1-Gen (13,3%).
Hierbei handelt es sich um einen Austausch der DNA-Base Guanin zu Adenin an der
Position 4956 der genomischen DNA in Exon 16. Diese Verdnderung fithrt zum
Austausch der polaren und neutralen Aminosdure Methionin zur unpolaren und
neutralen Aminosdure Isoleucin an Position 1652 von 1863 Aminosduren des BRCAI-
Proteins. Die Verdanderung liegt in der BRCT-Domine des Proteins und kann somit die

Interaktionen mit verschiedenen Proteinen beeinflussen. In der BIC-Datenbank ist diese
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Verdnderung 38 Mal mit unbekannter Auswirkung eingetragen. In der kConFab-
Datenbank ist die Verdnderung in 21 Familien dokumentiert und als klinisch wenig
relevant (LCS) eingestuft. Bei einer Untersuchung von 589 Brust- oder Eierstockkrebs-
Patienten tschechischer Herkunft (580 Frauen; 9 Mianner) wurde die hier beschriebene
Verdnderung auch gefunden und als nicht krankheitsassoziiert eingestuft. Die
Verdnderung wird bei insgesamt 22 Patienten gefunden, aber auch mit einer Frequenz
von 6,3% in einer Kontrollgruppe aus iliber 60-jdhrigen, gesunden Frauen ohne familidre
Brustkrebsbelastung (Foretova et al., 2005). In einer Analyse zur Vorhersage der
Pathogenitidt von SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) des BRCA1-Gens wurde
fiir die hiesige Verdnderung kein Hinweis auf mogliche pathologische Auswirkungen
entdeckt (Rajasekaran et al., 2007), so dass wir diese Mutation als Sequenzvariante mit

geringer klinischer Auswirkung (LCS) klassifizieren.

4.3.2 BRCA2-Mutationen

BRCA2, Exon 11, ¢.5744C>T heterozygot

Die Mutation ¢.5744C>T wurde insgesamt bei vier Fillen (13,3%) nachgewiesen
Hierbei handelt es sich um einen Austausch der DNA-Base Cytosin zu Thymin an der
Position 5744 der codierenden genomischen DNA in Exon 11 des BRCA2-Gens. Diese
Verdnderung fiihrt zum Austausch der Aminosdure Threonin zu Methionin an Position
1915, die innerhalb der BRC-Repeat-Region des Proteins gelegen ist. In der BIC-
Datenbank ist diese Verdnderung siebenmal mit unbekannter Auswirkung eingetragen
und in der kConFab-Datenbank ist die Verdnderung in 29 Familien als Polymorphismus
dokumentiert. In der LOVD-Datenbank ist die Verdnderung viermal eingetragen,
einmal davon als "predicted neutral', da die Verdnderung in der gesunden
Kontrollgruppe gefunden wurde. Bei den librigen drei Eintrigen wird keine Tendenz
zum Krankheitsbezug angegeben. In einer Untersuchung zum Zusammenhang zwischen
Polymorphismen des BRCA2-Gens und den klinischen Parametern einer
Krebserkrankung war die hiesige Mutation weniger hdufig (OR 0,39, 95% KI 0,19 bis
0,82, p = 0,013) in Ostrogenrezeptor-positiven Patienten zu finden (Krupa et al., 2009).
Die Verdnderung kann aufgrund dieser Daten als alleinige Ursache eines erblichen
Mammakarzinoms ausgeschlossen werden, allerdings konnte sie an der Entstehung des

Hormonrezeptor-negativen Mammakarzinoms beteiligt sein.



Ergebnisse 38

BRCA2, Exon 22, ¢.8851G>A heterozygot

Bei dieser Sequenzvariante handelt es sich um einen Austausch der DNA-Base Guanin
zu Adenin an der Position 8851 der codierenden genomischen DNA in Exon 22 des
BRCA2-Gens. Diese Verdnderung fliihrt zum Austausch der unpolaren und neutralen
Aminosdure Alanin zur polaren und neutralen Aminoséure Threonin an Position 2951
von 3418 des Proteins. Die Position befindet sich in den OB-Faltblittern der C-
terminalen Doméne. In der BIC-Datenbank ist diese Veranderung 40 Mal als nicht
krankheitsassoziiert eingetragen. In der kConFab-Datenbank ist die Verdnderung in elf
Familien dokumentiert und als Variante mit geringer klinischer Relevanz eingestuft. In
der LOVD-Datenbank ist die Verdnderung neunmal eingetragen. Bei fiinf Eintrdgen
wird sie als neutral angegeben, da sie entweder in der gesunden Kontrollgruppe oder
zusammen mit einer sicher krankheitsassoziierten Verdnderung gefunden wurde. In
einer Studie mit 705 Frauen unterschiedlicher Herkunft mit beidseitigem Brustkrebs
und 1398 Frauen mit einseitigem Brustkrebs wurden die Gene BRCA1 und BRCA2
mittels DHPLC und Sequenzierung auf Verdnderungen hin untersucht. Die hiesige
Verdnderung wird insgesamt 22 Mal gefunden, zehnmal in der Gruppe der Patientinnen
mit beidseitigem Brustkrebs (1,4%) und zwolfmal in der Gruppe der Patientinnen mit
einseitigem Brustkrebs (0,9%). Die Bewertung der Konservierung der betroffenen
Position ergab eine Tendenz zu einem Krankheitsbezug (Borg et al., 2010). Die
Mutation wird aufgrund der verdffentlichten Daten von uns als Sequenzverdnderung mit

allenfalls geringem Krankheitsbezug (LCS) bewertet.

BRCA2, Intron 2, c.68-7T>A heterozygot

Bei dieser Sequenzvariante handelt es sich um einen Austausch der DNA-Base Thymin
zu Adenin an der Position 68-7 in Intron 2 des BRCA2-Gens. Diese Verdnderung fiihrt
nicht zu einem Aminosdureaustausch, sondern zu einem Exon-Skipping, was den
kompletten Verlust von Exon 3 zur Folge hat. In der BIC-Datenbank ist diese
Verdnderung zweimal mit unbekannter klinischer Relevanz eingetragen. In der
kConFab-Datenbank ist sie in sechs Familien dokumentiert und als "Unclassified
Variant" eingestuft. In der Datenbank LOVD ist die Verdnderung einmal mit ebenfalls
unbekannter klinischer Auswirkung eingetragen. In der oben bereits erwdhnten Studie

von Borg et al. (2010) wurde die hiesige Verdnderung einmal in der Gruppe der
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Patientinnen mit beidseitigem Brustkrebs und neunmal in der Gruppe der Patientinnen
mit unilateralem Brustkrebs gefunden. Es wurde keine Bewertung der Konservierung
der betroffenen Position vorgenommen. In einer Veroffentlichung von Diez et al. (2007)
wird iiber eine weitere Mutation (c.156-157insAlu) berichtet, die ebenfalls durch ein
Exon-Skipping zum Verlust von Exon 3 fiihrt. Die Autoren gehen davon aus, dass die
intronische Mutationsvariante vor Exon 3 nicht Ursache des aberranten Spleiflens ist,
sondern auf nicht krankheitsassoziierte Polymorphismen zuriickgeht. Aufgrund dieser
Daten ist eine eindeutige Interpretation nicht moglich und die Genvariante wird von uns

als Sequenzverinderung mit unbekannter Auswirkung (US) bewertet.

BRCA2, Exon 11, c.4570T>G heterozygot

Bei dieser Sequenzvariante handelt es sich um einen Austausch der DNA-Base Thymin
zu Guanin an der Position 4570 der codierenden genomischen DNA in Exon 11 des
BRCA2-Gens. Diese Verdnderung flihrt zum Austausch der unpolaren und neutralen
Aminosdure Phenylalanin zur unpolaren und neutralen Aminoséure Valin an Position
1524 von 3418 des Proteins im Bereich der BRC-Repeats. In der BIC-Datenbank ist
diese Verdnderung zehnmal eingetragen und mit unbekannter klinischer Relevanz
eingestuft. In der kConFab-Datenbank ist die Verdnderung nicht dokumentiert. In der
LOVD-Datenbank ist die Verdnderung einmal als wahrscheinlich neutral eingetragen.
Bei einer genetischen Untersuchung von 188 siiddeutschen Familien mit familidrer
Haufung von Brust- und/oder Eierstockkrebs wurde die hiesige Verdnderung bei einem
Patienten gefunden. In der Familie wurden zwei oder mehr Félle von Brustkrebs (1x
Diagnosealter < 50 Jahren) diagnostiziert. Die hiesige Verdanderung gehdrt dabei zu den
23 neu gefundenen Verdnderungen und wird als ,,Unknown Variant* (UV) eingestuft
(Meyer et al., 2003). Bei der Bewertung von 1433 Verdnderungen in den Genen
BRCA1 und BRCA2 mit bislang unbekannter Auswirkung wurde jede Verdanderung mit
einer Wahrscheinlichkeit fiir einen ursidchlichen Krankheitszusammenhang versehen.
Die im vorliegenden Fall gefundene Mutation wird den wahrscheinlich nicht
krankheitsassoziierten Verdnderungen zugeordnet (Easton et al., 2007). Die
Verdnderung kann aufgrund der verdffentlichten Daten nicht eindeutig interpretiert
werden und wird deshalb als abkldrungsbediirftige, nicht-klassifizierbare

Sequenzveridnderung (US) bewertet.
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4.4 Vergleich der Tumorpathologie

Die folgende Tabelle zeigt die pathologischen Eigenschaften der triple-negativen
Mammakarzinome sowohl von BRCA1/2-positiven als auch von BRCA1/2-negativen

Patientinnen.

Tabelle 8: Vergleich der Tumorpathologie

Histologie (n = 30) TNBK?® (gesamt) BRCA1/2-positiv BRCA1/2-negativ
invasiv-duktales 22/30 4/6 18/24
Karzinom (73,3%) (66,7%) (75,0%)
invasiv-lobuldar Karzinom  1/30 - 1/24
(3,3%) (4,2%)
invasiv-medullédr 2/30 1/6 1/24
Karzinom (6,7%) (16,7%) (4,2%)
invasiv-adenoid- 1/30 - 1/24
zystisches Karzinom (3,3%) (4,2%)
DCIS 4/30 1/6 3/24
(13,3%) (16,7%) (12,5%)

Grading (n =24)

Gl 5/24 /5 4/19
(20,8%) (20,0%) (21,1%)

G2 9/24 /5 8/19
(37,5%) (20,0%) (42,1%)

G3 10/24 3/5 7/19
(41,7%) (60,0%) (36,8%)

 TNBK steht fiir triple-negativer Brustkrebs.

Eigene Darstellung

Die Angaben zu den einzelnen Kriterien beziehen sich auf unterschiedliche Fallzahlen —
30 fiir die Histologie und 24 fiir das Grading. In Abschnitt 2.3.1 und 2.3.2 wird das
typische Tumorprofil eines BRCA1/2-positiven Mammakarzinoms néher beschrieben —
wie zu erwarten gehort der Grofteil (4/6; 66,7%) der Karzinome dem invasiv-duktalen
Subtyp an. 16,7% (1/6) gehoren in die invasiv-medulldre Gruppe, was fiir ein
BRCA1/2-positives Mammakarzinom nicht ungewdhnlich ist. In der BRCA1/2-
negativen Gruppe sind es im Vergleich nur 4,2% (1/24). Typisch ist auch ein hoher

Anteil (3/5; 60%) an G3-Tumoren unter den Mutationstragerinnen.
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4.5 Erfassung der Anzahl von Risikoallelen

In Anlehnung an eine Studie von Johnson et al. (2007) wurde bei den 30 Studien-
teilnehmerinnen eine Bestimmung der Risikoallele (siehe Tabelle 6) durchgefiihrt. Laut
der Studie lieBen sich insgesamt 25 Varianten in den Genen BRCA1, BRCA2, ATM,
CHEK2 und TP53 identifiziert, fiir die sich vor allem in Kombination zueinander eine
erhohte Brustkrebswahrscheinlichkeit ergibt (p (trend) = 0,005). Fiinf dieser Varianten
befinden sich in BRCAl1 wund neun in BRCA2. Wir verglichen unsere
Sequenzierungsergebnisse mit denen der Studie und berechneten aus der jeweiligen
Anzahl von Risikoallelen approximativ die Wahrscheinlichkeit fiir eine Brustkrebs-
erkrankung. EIf Varianten in den nicht untersuchten Genen ATM, CHEK2, TP53
konnten in die Berechnung nicht miteinbezogen werden. Die Risikoeinschitzung konnte
daher etwas ungenau sein. Fiir die Gruppe der Mutationstragerinnen (n = 6) ergibt sich
ein Median von drei Risikoallelen pro Person, die daraus resultierende Odds Ratio
betrdgt 1,75. Fiir die verbleibenden triple-negativen Patientinnen (n = 24) ohne
nachgewiesene Mutation liegt der Median bei 2 Risikoallelen und die Odds Ratio bei
1,39. Das heif3t, die ,,0dds* (bzw. die ,,Chance®), an Brustkrebs zu erkranken, ist in der
Gruppe der BRCA1/2-positiven Personen aufgrund der Risikoallele zusétzlich hoher als
in der Gruppe der BRCA1/2-negativen Personen.
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5 Diskussion

In diesem Kapitel erfolgt nun die Diskussion der im vorherigen Abschnitt dargestellten
Ergebnisse. Zu Beginn wird die zugrunde liegende Methodik mit ihren Vor- und
Nachteilen diskutiert, im Anschluss folgt die Darstellung unserer Erkenntnisse im
Kontext der aktuellen Literatur. Abschlieend wird die Bedeutung der Arbeit diskutiert

und ein Ausblick gegeben.

5.1 Diskussion der Methodik

Studiendesign

Die vorliegende Fragestellung wurde mit Hilfe einer retrospektiven klinischen Studie
im Querschnittsdesign untersucht. Bei diesem Studientyp handelt es sich um eine
riickblickende Untersuchung, d.h. es wird von der Gegenwart aus die Vorgeschichte
analysiert. Entscheidende Vorteile eines solchen Studiendesigns sind im Vergleich zu
beispielsweillen experimentellen Studien ein geringer Kostenaufwand und eine schnelle
Durchfiihrbarkeit. Zudem ist dieser Studientyp in der Regel ethisch relativ
unbedenklich. Die Nachteile retrospektiver Studien zeichnen sich vor allem im Bereich
der Erkenntnistheorie ab. So konnen retrospektive Studien zwar zur Hypothesen-
erstellung und -stiarkung dienen, aber keine Kausalzusammenhénge aufdecken. Ein dem
Anschein nach vorhandener Zusammenhang kann mdglicherweise auf dem Einfluss
anderer Faktoren (Confounder) wie zum Beispiel der Umwelt beruhen, so dass nicht

ausgeschlossen werden kann, dass eine Assoziation rein zufalliger Natur ist.

Zudem sind solche Studien anfillig fiir sogenannte ,,Recall Biases. Hierbei handelt es
sich um kognitive Verzerrungen, die dadurch entstehen, dass sich Patienten nicht mehr
korrekt an Ereignisse und/oder deren Reihenfolge erinnern oder Gegebenheiten eine
andere Bedeutung als die urspriingliche beimessen. In unserer Untersuchung kann dies
vor allem die Erhebung der Familienanamnese betreffen. Die Durchfiihrung der Studie
im Querschnittsdesign birgt einen weiteren Nachteil. Durch die einmalige Befragung

konnte die Anamnese der Patientinnen als auch ihrer Familien nur bis zum Zeitpunkt
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der Untersuchung beurteilt werden. Spéter auftretende Krebserkrankungen bleiben

auller Acht.

Eine weitere wichtige Frage ist die nach dem Einfluss des Auswahlverfahrens der
Teilnehmerinnen. Insgesamt wurden 126 Frauen angeschrieben, 30 davon waren bereit,
an dieser Untersuchung mitzuwirken. Grundsétzlich ist davon auszugehen, dass die
Familienanamnese die Motivation, an der Studie teilzunehmen, beeinflussen kann. Die
Motivation, sich einer genetischen Untersuchung zu unterziehen, kann bei einer an
Brustkrebs erkrankten Frau, die eine positive Familienanamnese aufweist, somit hoher
sein als bei anderen. Dies kann negative Auswirkungen auf die Représentativitit des
untersuchten triple-negativen Kollektivs und somit auf die Validitdt der Ergebnisse
haben. Die relativ hohe Mutationsrate im Vergleich zu anderen Studien kann ein Indiz

fiir eine mdgliche Verzerrung sein.

Fragebogen

Die Patientendaten wurden mit Hilfe eines teilstandardisierten Fragebogens in einem
personlichen Interview, welches von Herrn Prof. Dr. med. Meyer oder von der Autorin
selbst durchgefiihrt wurde, erhoben. Ein teilstandardisierter Fragebogen gibt lediglich
die Fragen sowie deren Anordnung, nicht aber die Antwortmdglichkeiten vor, so dass
die Befragten frei antworten konnen. Durch die Erhebung im personlichen Gesprich
wurde zudem gewdhrleistet, dass der Fragebogen immer auf die gleiche Weise
ausgefiillt wurde und die Patientinnen die Fragen auch korrekt verstanden haben.
Allerdings lasst dieser Befragungsmodus keinen Freiraum fiir weiterfithrende bzw.

zuséatzliche Fragen.

Mutationsanalyse

Grundsétzlich ist nach dem Auffinden einer Mutation im Weiteren zu untersuchen, ob
die entsprechende Sequenzvariante liberhaupt urséchlich an der Brustkrebsentstehung
beteiligt, d.h. krankheitsassoziiert ist. Bei insgesamt fiinf Mutationen konnten wir
entweder mithilfe relevanter Datenbanken oder einer ausfiihrlichen Literaturrecherche
eine Krankheitsassoziation annehmen. In Bezug auf die BRCA2 Mutation c.476-1G>A
fanden wir allerdings keine komplettierenden Daten und stuften die Verdnderung

lediglich aufgrund des Mutationstyps als krankheitsassoziierend ein. Des Weiteren
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fanden wir zwei Sequenzverdnderungen (BRCA2: c.68-7T>A; c¢.4570T>G), die
aufgrund der aktuellen Datenlage nicht abschliefend einzuordnen waren und als
Mutation mit unklarer Auswirkung (US) eingeordnet wurden. Falls sich diese
Einstufung aufgrund neuer Forschungsergebnisse verdndern sollte, so miissten unsere

Ergebnisse neu beurteilt werden.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Einordnung in die aktuelle Literatur

Unter den 30 triple-negativen Patientinnen haben wir insgesamt sechs krankheits-
assoziierte BRCA1- und BRCA2-Mutationen identifiziert. Dies entspricht einer
Mutationsrate von 20% fiir beide Gene und ist somit vergleichbar mit den

Gesamtmutationsraten anderer Studien (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Zusammenfassung aktueller, vergleichbarer Studien

Studie Alter bei Weitere Anzahl der BRCAI- BRCA2- Mutationen
ED AuswabhlKkriterien Teilnehmer Mutationen Mutationen (gesamt)

Meyer et al.  unselektiert — 30 1 5 6/30

(2012) (3,3%) (16,7%) (20,0%)

Deutschland

(vorliegende

Studie)

Youngetal. <41 Jahre geringe bis keine 54 5 1 6/54

(2009) familidre Krebs- (9,0%) (2,0%) (11,0%)

Kanada haufung *

Evans et al. <41 Jahre keine familidre 63 8 - 8/63

(2011) (1. Gruppe)  Krebshédufung (12,7%) (12,7%)

Grof3- <31 Jahre

britannien (2. Gruppe)

Gonzalez- unselektiert — — 77 11 3 14/77

Angulo et (14,0%) (4,0%) (18,0%)

al. (2011)

USA

Comen et al. unselektiert  nur askenasische 64 19 6 25/64

(2011) Juden (30,0%) (9,0%) (39,0%)

USA

* Die familidre Haufung von Brust- oder Eierstockkrebs in der Familie qualifizierte die Patienten nicht fiir eine genetische
Untersuchung.

Eigene Darstellung
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Vergleicht man jedoch die Mutationsraten von BRCA1 und BRCA2 separat, so ist
festzustellen, dass die Mutationsrate von BRCA2-Keimbahnmutationen deutlich von
denen vergleichbarer Studien abweicht. Insgesamt identifizierten wir fiinf von sechs
pathologischen Sequenzverinderungen im BRCA2-Gen (16,7%) und somit deutlich
mehr als andere Untersuchungen zuvor. Entsprechend geringer ist die von uns
identifizierte BRCA1-Mutationsrate im Vergleich zu diesen Studien. Zu den fiinf
BRCA2-Mutationen zdhlen vier bereits bekannte Mutationen (c.1029delA; ¢.5645C>A;
¢.6444dupT; ¢.7878G>C) und eine bisher nicht verdffentlichte Splice-Site-Mutation
(c.476-1G>A).

Young et al. (2009) dokumentierten auf Basis eines kanadischen Patientenkollektivs
eine BRCA2-Mutationsrate von 2% (1/54). Fiir diese Studie wurden lediglich triple-
negative Brustkrebsfille mit einem Alter bei Erstdiagnose von unter 41 Jahren
ausgewahlt. Krebserkrankungen in der Familie waren kein grundsétzliches Ausschluss-
kriterium, allerdings sollten sie die Patientinnen nicht durch deren Art, Haufigkeit oder
Alter bei Erkrankung fiir eine genetische Testung qualifizieren. Es erfolgte eine
komplette Analyse des BRCA1-Gens, jedoch nur eine limitierte Analyse der grofen
Exons 10 und 11 des BRCA2-Gens.

Evans et al. (2011) untersuchten ein Patientenkollektiv aus Grofbritannien und
identifizieren unter 63 triple-negativen Fillen keine einzige BRCA2-Mutation, obwohl
die BRCA1- und BRCA2-Gene vollstindig analysiert wurden. Jedoch wurde auch
dieses Studienkollektiv anhand des Erkrankungsalters vorselektiert — die erste Gruppe
erkrankte im Alter von 30—40 Jahren an einem Mammakarzinom, die zweite Gruppe
bereits im Alter von unter 30 Jahren. Ein weiteres Selektionskriterium in dieser Studie
war der Nachweis einer negativen Familienanamnese beziiglich Krebserkrankungen, die

im Zusammenhang mit BRCA1- und BRCA2-Mutationen stehen konnten.

Im Gegensatz zu den beiden vorgenannten Studien ist der Selektionsprozess des
Patientenkollektivs einer US-amerikanischen Studie von Gonzalez-Angulo et al. (2011)
vergleichbar mit der Selektion der vorliegenden Untersuchung, da weder anhand eines
bestimmten Alters bei Erstdiagnose noch anhand der Familienanamnese vorselektiert
wurde. Es zeigte sich eine deutlich geringere BRCA2-Mutationsrate von nur 3,9%

gegentiber 16,7% in unserer Studie.



Diskussion 46

Comen et al. (2011) untersuchen eine Kohorte 64 aschkenasischer Juden mit
diagnostiziertem triple-negativem Mammakarzinom, welche weder anhand des
Erkrankungsalters noch anhand der familidren Hiufung von Brustkrebs vorselektiert
wurden. In dem untersuchten Kollektiv wurden 19 BRCAI1- (29,7%) und sechs
BRCAZ2- (9,4%) Mutationen nachgewiesen.

Die geringe BRCA2-Mutationsrate von nur 2% im Gegensatz zu unserer von 16,7% in
der Untersuchung von Young et al. (2009) kann vermutlich auf die limitierte Analyse
der groBen Exons 10 und 11 des BRCA2-Gens =zuriickgefiihrt werden. Unsere
Untersuchung umfasste die vollstindige Analyse beider Gene. Aus diesem Grund ist
uns auch die Identifikation von zwei Mutationen auflerhalb der mutationsreichen

Region (Exon 10 und 11) gelungen.

Dariiber hinaus wurden fiir die Studie von Young et al. (2009) ebenso wie fiir die Studie
von Evans et al. (2011) lediglich triple-negative Brustkrebsfille mit einem Alter bei
Erstdiagnose von unter 41 Jahren ausgewéhlt. Gonzalez-Angulo et al. (2011) selektierte
seine Kohorte, ebenso wie wir, nicht nach dem Alter, jedoch lag das Durchschnittsalter
des amerikanischen Kollektivs sechs Jahre (Durchschnittssalter: 51 Jahre) vor dem
unserer Untersuchungsgruppe (Durchschnittsalter: 57 Jahre). Der Altersunterschied
zwischen dem Patientenkollektiv dieser drei Studien und unserem Patientenkollektiv
kann die Abweichungen der Mutationshdufigkeiten im BRCA2-Gen zumindest
teilweise erkldren. Die Daten eines internationalen Vergleichs mit etwa 7.000 BRCA1-
und BRCA2-Mutationstragern (BRCA1: n = 4.325; BRCA2: n = 2.568) zeigten, dass
das Alter bei Diagnosestellung eines triple-negativen Mammakarzinoms hdher ist bei
BRCAZ2- als bei BRCA1-Mutationtragern (Mavaddat et al., 2012). Diese Erkenntnisse
stehen im Einklang mit unseren Ergebnissen, da unser Patientenkollektiv tendenziell
alter ist als jenes Kollektiv, bei dem niedrige BRCA2- und hohe BRCAI-

Mutationsraten in triple-negativen Kohorten zu verzeichnen waren.

Wihrend unser triple-negatives Kollektiv, wie bereits erwdhnt, weder anhand des
Erkrankungsalters noch anhand der Familienanamnese vorselektiert wurde, wéhlten
Young et al. (2009) und Evans et al. (2011) ihre Teilnehmer nur aufgrund einer
geringen oder negativen Familienanamnese beziiglich Krebshdufungen aus. Dieser
Unterschied in Bezug auf die Einschlusskriterien konnte auch einen potentiellen

Einfluss auf die verschiedenen BRCA2-Mutationshiufigkeiten haben.
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Die Hohe der Mutationsrate im BRCA2-Gen von Comen et al. (2011) lédsst sich mit
unserer Ergebnisse vergleichen, allerdings ist darauf hinzuweisen, dass es sich hierbei
um die Untersuchung eine Inzuchtpopulation handelt. Durch die Kreuzung einer Gruppe
von Menschen {liber Generationen hinweg, kehren bestimme Mutationen immer wieder
und héufen sich in dieser Bevolkerung an. Demzufolge ist hier mit einer hoheren
Mutationsfrequenz zu rechnen — etwa 10% aller Brustkrebsfille aschkenasischer Juden

weisen eine von drei Grindermutationen in den Genen BRCA1 und BRCA2 auf.

Die Auswirkung von BRCAI: ¢.4956G>A und BRCA2: ¢.5744C>T auf die triple-

negative Tumorentstehung

Auffillig bei unserer Untersuchung war die Identifikation zweier Mutationen in unserer
triple-negativen Brustkrebskohorte, die jeweils bei vier Fillen entdeckt wurden. Bei
diesen Verdnderungen handelt es sich zundchst um die Mutation c.4956G>A in
BRCAL. In einer Analyse zur Vorhersage der Pathogenitit von SNPs des BRCA1-Gens
wurde fir die hiesige Verdnderung kein Hinweis auf mogliche pathologische
Auswirkungen entdeckt (Rajasekaran et al., 2007). Die Genvariante ¢.5744C>T wurde
ebenfalls in vier Fillen (13,3%) im BRCA2-Gen nachgewiesen. In einer Untersuchung
zum Zusammenhang zwischen Polymorphismen des BRCA2-Gens und den klinischen
Parametern einer Krebserkrankung war die hiesige Mutation weniger haufig (OR 0,39,
95% KI 0,19 bis 0,82, p = 0,013) in Ostrogenrezeptor-positiven Patienten zu finden
(Krupa et al., 2009). Um die Auswirkungen der beiden Genvarianten (c.4956G>A in
BRCAI1 und ¢.5744C>T in BRCA?2) auf die triple-negative Tumorentstehung wirklich
bewerten zu konnen, wire eine Untersuchung in Studien mit groBeren Fallzahlen

wiinschenswert.

5.3 Bedeutung und Ausblick

Das Mammakarzinom ist weltweit die hdufigste Krebserkrankung der Frau und fiir
ungefdhr eine halbe Million Todesfdlle jéhrlich verantwortlich (WHO, 2008). Dabei
sind in den letzten Jahren, groBe Forschritte auf dem Gebiet der Erkennung und
Behandlung von Brustkrebs zu verzeichnen gewesen. Das erste Vorgehen bei nicht
fortgeschrittenen Karzinomen ist die operative Entfernung mit dem Ziel einer RO-

Resektion. Hierfiir ist jedoch eine frithe Diagnosestellung von entscheidender
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Bedeutung. Die S3-Leitlinie rdt in besonderen Féllen mit hohem familiirem
Brustkrebsrisiko zu einem sogenannten intensivierten Fritherkennungsprogramm.
Dieses beinhaltet vor allem erweiterte diagnostische Maflnahmen wie z.B. eine MRT-
Untersuchung der Brust. Die Identifikation des triple-negativen Mammakarzinoms als
potentielles Risikoprofil fiir eine genetische Pridisposition kdnnte dabei ein weiterer
Schritt zum effektiven Screening von Risikopatienten sein und so mehr Frauen eine
genetische Testung und — je nach Ergebnis — ein risikoadaptiertes, intensiviertes

Fritherkennungsprogramm ermoglichen.

Jedoch nicht nur die Fritherkennung, auch eine gezielte Therapie nimmt Einfluss auf die
Prognose des Mammakarzinoms. Fiir eine gezielte Therapie, die die Prognose deutlich
verbessern kann, ist es notwendig, die genauen Mechanismen der Karzinogese des
triple-negativen Mammakarzinoms besser zu erkennen und zu verstehen. Die in unserer
Untersuchung beschriebene Erkenntnis, dass triple-negative Mammakarzinome hiufiger
mit BRCA1/2-Mutationen einhergehen, konnte zu einem besseren Verstdndnis und
damit zur Entwicklung gezielter Therapie fiir die besagte Untergruppe beitragen. So
belegen bereits Studien das bessere Ansprechen von BRCA-assoziierten Tumoren auf
Platinderivate und PARP-Inhibitoren (Byrski et al., 2010; Tutt et al., 2010) — ein
zukunftsweisender Therapieansatz, der flir Frauen mit triple-negativem Mamma-

karzinom und bestétigter BRCA 1/2-Mutation prognostisch sehr bedeutend sein konnte.

Der Priavention von Krebserkrankungen kommt neben der Fritherkennung und der
Therapie eine entscheidende Bedeutung zu. Als Mdoglichkeit der priméren Prévention
wird Frauen mit BRCA1- oder BRCA2-Genmutation eine prophylaktische bilaterale
Mastektomie und eine prophylaktische beidseitige Salpingo-Oophorektomie (i.d.R. um
das 40. Lebensjahr) empfohlen. Empirische Studien zeigen, dass durch die
prophylaktische Mastektomie das Brustkrebsrisiko um iiber 95% gesenkt wird und in
der Folge die brustkrebsspezifische Letalitit um 90% abnimmt (Domchek et al., 2010;
Lostumbo et al., 2010).

In unserer Kohorte von 30 triple-negativen Patientinnen erfiillten 15 Fille (50%) die
aktuellen Kriterien fiir ein BRCA1- und BRCA2-Mutationsscreening in Deutschland
(sieche 3.2.1) nicht. Wir identifizierten jedoch zwei krankheitsassoziierte BRCA2-
Mutationen in der besagten Gruppe (2/15) — die Mutationsrate lag demnach bei 13%.

Diesen Frauen wiirden nach den aktuellen Empfehlungen oben genannte Mdglichkeiten
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verwehrt bleiben. Sie hiétten keinen Anspruch auf eine genetische Testung, ein
intensiviertes  Friiherkennungsprogramm, préventive MalBnahmen oder eine
zielgerechtere Therapie. Thnen wiirde trotz eines erhohten Rezidivrisikos nicht das
ganze Spektrum an Vor- und Nachsorge sondern nur das Standardprogramm zustehen.
Durch die Vorenthaltung einer genetischen Untersuchung ergeben sich jedoch nicht nur
Konsequenzen fiir die bereits erkrankte Person, sondern auch fiir nicht bzw. noch nicht
erkrankte Familienangehorige. Wenn bei einer Indexpatientin eine BRCA 1/2-Mutation
nicht bekannt ist, weil sie nicht untersucht wurde, konnen deren Blutsverwandte eine
priaventive genetische Testung und gegebenenfalls intensivierte Vorsorgeprogramme
nicht in Anspruch nehmen, auch wenn sie eine formalgenetische Wahrscheinlichkeit
von mehr als 10 % haben, ebenfalls Mutationstrager zu sein und somit ein erhdhtes
Krebsrisiko tragen. Die Entscheidung, jene Frauen mit triple-negativem
Mammakarzinom nicht auf BRCA1/2-Mutationen zu untersuchen, beeinflusst also nicht

nur das Schicksal eines Menschen, sondern vieler.

In Deutschland wird gegenwirtig eine Mutationsanalyse durchgefiihrt, sobald die
empirische Mutationswahrscheinlichkeit, eine BRCA1- oder BRCA2-Mutation zu
tragen, Uber 10% liegt (Bauerfeind, 2011, S. 105; Gadzicki et al., 2011). Wenn
nachfolgende Studien mit groBeren Fallzahlen das Risiko beziiglich der BRCA1/2-
Mutationen fiir die Entstehung von triple-negativem Brustkrebs bestdtigen, konnte
triple-negativer Brustkrebs in die deutschen Kriterien fir BRCA1l- und BRCA2-
Mutationsscreenings einflieBen. Es wiirden dann nicht mehr nur die Félle beurteilt
werden, die einen frithen Erkrankungsbeginn oder eine familidre Hiufung von Brust-
und/oder Eierstockkrebs aufweisen, sondern auch diejenigen, die an einem triple-
negativen Mammakarzinom erkranken. Im Gegensatz zu den deutschen Empfehlungen
sind die kiirzlich verdffentlichten Richtlinien des National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) in den USA schon weniger streng. Sie empfehlen bereits eine
genetische Testung bei einem triple-negativen Brustkrebs, der vor dem 60. Lebensjahr
diagnostiziert wurde oder bei einer Brustkrebserkrankung vor dem 45. Lebensjahr mit
negativer Familienanamnese (NCCN, 2011). Im Vergleich empfehlen die deutschen
Richtlinien eine Testung in Einzelfdllen nur bei einem Alter von unter 35 Jahren bei

Erstdiagnose (Gadzicki et al., 2011).
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6 Zusammenfassung

Mit ca. 72.000 Neuerkrankungen jedes Jahr allein in Deutschland ist das
Mammakarzinom die hadufigste Krebserkrankung der Frau. Hierzulande erkrankt jede
achte Frau an Brustkrebs (RKI., 2012). Bei Vorliegen eines Gendefekts (BRCA1/2-
Mutation) kann dieses Risiko sogar 80-90% betragen (Meindl et al., 2011). 80% aller
BRCAIl-assoziierten und etwa 12-17% aller Mammakarzinome zeigen in der
Immunhistochemie einen triple-negativen Phénotyp — eine Untergruppe, die sich durch
fehlende Ostrogen- und fehlende Progesteronrezeptoren sowie eine fehlende HER2-

Expression auszeichnet (Foulkes et al., 2004; Foulkes et al., 2010).

In der hier vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit erfolgt die Erhebung der BRCAI-
und BRCA2-Mutationfrequenz in einer triple-negativen Brustkrebskohorte aus Siid-
deutschland. Das Patientenkollektiv wurde unbeeinflusst vom Alter bei Erstdiagnose
und familidre Hiufung von Krebserkrankungen ausgewéhlt und unterlag keinen

weiteren Selektionskriterien.

In einem einstiindigen Gesprich fand mit Hilfe eines teilstandardisierten Fragebogens
die Erhebung einer Anamnese und die Skizzierung eines Familienstammbaums statt. Im
Rahmen der Beratung wurde den Patientinnen nach umfassender Aufkldrung eine
Blutprobe entnommen. Die hieraus gewonnene DNA wurde amplifiziert und
einzelstrangig sequenziert. Die Analyse ergab insgesamt eine zwanzigprozentige
Keimbahnmutationrate (6/30) in den Genen BRCA1 und BRCA2. Im Gegensatz zu
vergleichbaren Studien zu diesem Thema fanden wir eine hohe Mutationsfrequenz im

BRCAZ2-Gen (5/30; 16,7%) und nur eine relativ niedrige im BRCA1-Gen (1/30; 3,3%).

Es wurden vier bereits bekannte pathologische Frameshift-Mutation (BRCAL:
¢.5266dupC; BRCA2: c.1029delA, c.5645C>A, c.6444dupT) und eine unbekannte
Splice-Site-Mutation (BRCA2: ¢.476-1G>A) mit jedoch klarer pathologischer Wirkung
identifiziert. Des Weiteren ermittelten wir eine Missense-Mutation in BRCA2
(c.7878G>C), die in friherer Literatur als wahrscheinlich krankheitsassoziierte
Mutation klassifiziert wurde. In unserer Kohorte von 30 triple-negativen Patientinnen
erfiillten 15 Félle (50%) nicht die aktuellen klinischen Kriterien fiir ein BRCA1- und

BRCA2-Mutationsscreening in Deutschland. Die Mutationsrate in dieser Untergruppe
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lag jedoch bei 13% (2/15). Unsere Erkenntnisse sprechen dafiir, dass sich Frauen mit
triple-negativem Brustkrebs fiir ein BRCAIl- und BRCA2-Mutationsscreening
qualifizieren. Wenn Studien mit einem grof8eren Patientenkollektiv unsere Ergebnisse
bestédtigen wiirden, sollten die deutschen Kriterien zur genetischen BRCA1/2-Testung
hinterfragt werden und triple-negativer Brustkrebs konnte als Einschlusskriterium zur

Diskussion gestellt werden.
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7 Anhang

Anhang 1: pTNM-Klassifikation des Mammakarzinoms

Tumorgréfie (T)
pTx Primértumor kann nicht beurteilt werden
pTO Kein Anhalt fiir Priméirtumor
pTis Carcinoma in situ
pT1 Tumor max. Durchmesser < 2,0 cm
pTlmic Mirkroinvasion < 0,1 cm
pTla Tumor max. Durchmesser > 0,1-0,5 cm
pTlb Tumor max. Durchmesser > 0,5-1,0 cm
pTlc Tumor max. Durchmesser > 1,0-2,0 cm
pT2 Tumor max. Durchmesser > 2,0-5,0 cm
pT3 Tumor max. Durchmesser > 5,0 cm
pT4 Tumor jeder Ausdehnung mit Befall von Brustwand/Haut
pT4a Mit Ausdehnung auf die Brustwand
pT4b Mit Hautédem/Ulzeration, Satellitenknotchen der Haut
pT4c Kriterien 4a und 4b gemeinsam
pT4d Entziindlich (inflammatorisches) Karzinom

Lymphknotenbefall (N)

pNX Regionale Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
pNoO Keine regionale Lymphknotenmetastase
pN1mic Mikrometastase 0,2—2,0 mm
pN1 Metastase(n) in 1-3 axilliren Lymphknoten und/oder in Lymphknoten entlang der A. mammaria interna,
klinisch nicht erkennbar
pNla Metastase(n) in 1-3 axilldren Lymphknoten
pN1b Metastase(n) in Lymphknoten entlang der A. mammaria interna, klinisch nicht erkennbar
pNlc pNlaund pN1b
pN2 Metastase(n) in 4-9 axilldren Lymphknoten und in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria
interna
pN2a Metastase(n) in 4-9 in axillaren Lymphknoten
pN2b Metastase(n) in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria interna
pN3 Metastasen in mindestens 10 axilliiren Lymphknoten oder in infraklavikuliren Lymphknoten; oder

Metastasen in axilliiren Lymphknoten und in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria
interna; oder Metastasen in mehr als 3 axilliren Lymphknoten und in klinisch nicht erkennbaren
Lymphknoten entlang der A. mammaria interna; oder Metastasen in supraklavikuliren Lymphknoten

pN3a Metastasen in mindestens 10 axilliren Lymphknoten oder infraklavikuldren Lymphknoten

pN3b Metastasen in axilliren Lymphknoten und in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria interna;
oder Metastasen in mehr als 3 axillaren Lymphknoten und in klinisch nicht erkennbaren Lymphknoten entlang der
A. mammaria interna

pN3c Metastasen in supraklavikuldren Lymphknoten

(Fern-) Metastasierung (M)

pMx Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
pMO Keine Fernmetastasen
pM1 Fernmetastasen

Eigene Darstellung in Anlehnung an UICC (2009)



Anhang 53

Anhang 2: Fragebogen DNA-Untersuchung
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Thesen

1. Mit ca. 72.000 Neuerkrankungen jdhrlich allein in Deutschland ist das
Mammakarzinom die haufigste Krebserkrankung der Frau. Hierzulande erkrankt jede
achte Frau an Brustkrebs (RKI., 2012). Bei Vorliegen eines Gendefekts (BRCA1/2-
Mutation) kann dieses Risiko sogar 80-90% betragen (Meindl et al., 2011).

2. 80% der BRCAl-assoziierten bzw. 12—17% aller Mammakarzinome zeigen in der
Immunhistochemie einen triple-negativen Phénotyp — eine Untergruppe, die sich durch
fehlende Ostrogen- und fehlende Progesteronrezeptoren sowie eine fehlende HER2-

Expression auszeichnet (Foulkes et al., 2004; Foulkes et al., 2010).

3. In der hier vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit erfolgte die Erhebung der
BRCAI1- und BRCA2-Mutationfrequenz in einer triple-negativen Brustkrebskohorte (n
= 30) aus Siiddeutschland. Das Patientenkollektiv wurde unbeeinflusst vom Alter bei
Erstdiagnose und familidrer Hiufung von Krebserkrankungen ausgewéhlt und unterlag

keinen weiteren Selektionskriterien.

4. Die Analyse ergab insgesamt eine zwanzigprozentige Keimbahnmutationrate (6/30)
in den Genen BRCA1 und BRCA2. Im Gegensatz zu vergleichbaren Studien zu diesem
Thema fanden wir eine hohe Mutationsfrequenz im BRCA2-Gen (5/30; 16,7%) und nur
eine relativ niedrige im BRCA1-Gen (1/30; 3,3%).

5. Es wurden vier bereits bekannte pathologische Frameshift-Mutationen (BRCAT:
¢.5266dupC; BRCA2: c.1029delA, c.5645C>A, c.6444dupT) und eine unbekannte
Splice-Site-Mutation (BRCA2: ¢.476-1G>A) mit jedoch klarer pathologischer Wirkung
identifiziert. Des Weiteren ermittelten wir eine Missense-Mutation in BRCA2
(c.7878G>C), die in friherer Literatur als wahrscheinlich krankheitsassoziierte

Mutation klassifiziert wurde.

6. In unserer Kohorte von 30 triple-negativen Patientinnen erfiillten 15 Fille (50%)
nicht die aktuellen klinischen Kriterien fiir ein BRCAI- und BRCA2-Mutations-
screening in Deutschland. Die Mutationsrate in dieser Untergruppe lag jedoch bei 13%

(2/15).
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7. Unsere Ergebnisse sprechen dafiir, dass sich Frauen mit triple-negativem

Brustkrebs fiir ein BRCA1- und BRCA2-Mutationsscreening qualifizieren.

8.  Wenn Studien mit einem grofleren Patientenkollektiv unsere Ergebnisse bestétigen
wiirden, sollten die deutschen Kriterien zur genetischen Testung hinterfragt werden und
triple-negativer Brustkrebs konnte als Einschlusskriterium zur Diskussion gestellt

werden.
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