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1 Einleitung

1.1 Definition und Epidemiologie des sporadischen und hereditaren
Mamma- und Ovarialkarzinoms

Das Mammakarzinom stellt eine maligne Erkrankung der Mammae dar (Netters 2006). Hierbei
handelt es sich um die haufigste maligne Erkrankung der Frau in Deutschland mit ca. 69.220
Neuerkrankungen im Jahr (Krebsregister, Stand 2014). Das mittlere Erkrankungsalter der
betroffenen Frauen lag bei 64,0 Jahren. Etwa 1 % aller Mammakarzinome traten bei Mannern auf
(Kiechle 2010). Im Jahr 2014 wurden in Deutschland 650 Mammakarzinome bei Mannern mit
einem mittleren Erkrankungsalter von 71 Jahren registriert (Krebsregister, Stand 2014). Die Zahlen
der registrierten Mamma- und Ovarialkarzinome im Krebsregister unterscheiden jedoch nicht
zwischen sporadischen und hereditdren Formen. Die Zahlen in weiteren westlichen Landern
ahneln den deutschen Daten, z. B. in den USA und in England ist das Mammakarzinom die
haufigste maligne Erkrankung der Frau mit 252.170 (15,0 % aller Tumorerkrankungen) (USA
National Cancer Institute, Stand 2017) bzw. 55.200 Neuerkrankungen im Jahr (Cancer Research
UK, Stand 2014). Weltweit betrachtet ist das Mammakarzinom die zweithdufigste maligne
Erkrankung des Menschen (World Cancer Research Fund International, Stand 2012).

Die Mehrzahl der Mammakarzinome (ca. 70 %) entsteht spontan. Diese Tumoren werden als
sporadische Mammakarzinome bezeichnet (Kiechle 2010). Bei etwa 10 % - 30 % der betroffenen
Patienten zeigt sich eine familidare Haufung von Mammakarzinomen. Bei einem diagnostizierten
Mammakarzinom (ca. 5 % - 10 %) konnte in seltenen Fallen eine Keimbahnmutation in einem mit
dem Mammakarzinom assoziierten Gen identifiziert werden. In einem solchen Fall wird von einer
hereditdren Form des Mammakarzinoms gesprochen (Gage et al. 2012).

Das Ovarialkarzinom ist nach dem Mammakarzinom der dritthdufigste gynakologische maligne
Tumor in Deutschland (Kiechle 2010). Im Jahr 2014 wurden 7.250 neu aufgetretene
Ovarialkarzinome im deutschen Krebsregister verzeichnet (Krebsregister; Stand 2014). Fir die
USA werden fir das Jahr 2017 etwa 22.440 neu aufgetretene Ovarialkarzinome erwartet (1,3 %
aller Tumorerkrankungen) (USA National Cancer Institute, Stand 2017). Dabei traten ca. 90 % der
Ovarialkarzinome sporadisch auf. Im Gegensatz dazu basierten ca. 5,0 % - 10,0 % der Tumoren auf
Keimbahnmutationen und wiesen somit eine hereditare Genese auf (Prat et al. 2005; Kiechle
2010).

Klinisch unterscheiden sich die hereditaren Formen der Mamma- und Ovarialkarzinome von den
sporadischen Karzinomen durch ein friiheres Erkrankungsalter (hdufig vor dem 50. Lebensjahr),
eine familidare Haufung von Karzinomen, die Haufung assoziierter Tumorerkrankungen, wie z. B.
das Prostata- (Leongamornlert et al. 2012; Kote-Jarai et al. 2011) und das Pankreaskarzinom
(Thompson et al. 2002; Risch et al. 2006) und ein hoheres kumulatives Risiko fiir ein
kontralaterales Mammakarzinom von etwa 47 % fiir Patienten mit Mutationen in den Genen
BRCA1 und BRCAZ2 (Graeser et al. 2009).

Die hereditdre Form des Mamma- und Ovarialkarzinoms bezieht sich auf Keimbahnmutationen.
Der Begriff Mutation in dieser Dissertation bezieht sich ausschlielRlich auf den Nachweis von
Keimbahnmutationen. In den Tumoren identifizierte Mutationen werden nachfolgend explizit als
somatische Mutationen bezeichnet.

Die Begriffe Patient und Patienten beziehen sich in dieser Disseration auf weibliche und
mannliche Patienten (geschlechtsneutral), auller die Begriffe beschreiben explizit die mannlichen
Patienten.
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1.2 Atiologie des Mamma- und Ovarialkarzinoms

Die genaue Atiologie des Mammakarzinoms ist unbekannt. Es wird von einem multifaktoriellen
Geschehen ausgegangen (Kiechle 2010). In mehreren Studien wurde belegt, dass der Lebensstil
das Risiko fir das Auftreten eines sporadischen Mammakarzinoms beeinflusst.
Bewegungsmangel, Alkoholkonsum (Cloud et al. 2015), Nikotinabusus, hochkalorische und
fettreiche Ernahrung, Adipositas, die Einnahme oraler Kontrazeptiva sowie eine postmenopausale
Hormonersatztherapie (Key et al. 2003; Rosner et al. 2017) erhohen das Risiko, an einem
sporadischen Mammakarzinom zu erkranken. Schwangerschaft sowie Geburt erhéhen zunachst
das Risiko, ein Mammakarzinom zu entwickeln, wirken aber langfristig protektiv (Chie et al. 2000).
Langes Stillen (Collaborative Group 2002) und physische Aktivitat (Kruk 2007) wirken protektiv auf
die Entwicklung des Mammakarzinoms. Mehrere Studien ergaben Hinweise, dass sportliche
Betatigung im jungen Lebensalter und Vermeidung von Ubergewicht bei Tragerinnen von BRCA1-
oder BRCA2-Mutationen protektiv auf die Entwicklung des Mammakarzinomrisikos wirken kdnnen
(King et al. 2003; Manders et al. 2011).

Die Mamma- und Ovarialkarzinome koénnen im Rahmen von unterschiedlichen hereditdren
Tumorsyndromen vorkommen. Am haufigsten treten diese im Rahmen eines hereditaren
Mamma- und Ovarialkarzinom-Syndroms auf. Sie kdnnen aber auch in Assoziation mit weiteren
hereditdren Tumorsyndromen, wie z. B. dem Cowden-Syndrom (OMIM 158350), dem Peutz-
Jeghers-Syndrom (OMIM 175200) sowie dem Li-Fraumeni-Syndrom (OMIM 151623) beobachtet
werden (Schaaf 2013). Bei den genannten Tumorsyndromen sind andere Karzinome und
Tumoren, wie z. B. Sarkome, Leukdmien, dem Mamma- und Ovarialkarzinom lbergeordnet.

1.3. Risikogene des hereditairen Mamma- und Ovarialkarzinom-Syndroms
Als Risikogene fir ein hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom wurden im Jahr 1996
ausschlieBlich die Gene BRCA1 und BRCA2 definiert. Jedoch hat sich das molekulargenetische
Angebotsspektrum in den letzten Jahren durch den Informationsgewinn durch verschiedene
Studien und die Entwicklung neuartiger diagnostischer Technologien auf insgesamt 10
sogenannte Core-Gene ausgeweitet. Die molekulargenetische Untersuchung dieser 10 Core-Gene
wird dem Patienten bei mindestens einem erfiillten Kriterium angeboten. Als Core-Gene wurden
die Gene ATM, BRCA1, BRCA2, CDH1, CHEK2, NBN, PALB2, RAD51C, RAD51D und TP53 durch das
Deutsche Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs definiert.

1.3.1 Hochpenetrante Gene des hereditiren Mamma- und Ovarialkarzinoms
1.3.1.1 BRCA1- und BRCA2-Gene

Die ersten hochpenetranten Mutationen im BRCA1-(Breast cancer 1; OMIM 113705)-Gen wurden
im Jahr 1994 (Miki et al. 1994) identifiziert. Nachfolgend konnten Mutationen im BRCA2-(Breast
cancer 2; OMIM 600185)-Gen im Jahr 1995 (Wooster et al. 1995) detektiert werden. Das BRCA1-
Gen ist auf Chromosom 17g21.31 lokalisiert und enthélt 23 Exons, davon sind 22 kodierend. Das
BRCA2-Gen ist auf Chromosom 13q13.1 lokalisiert und besteht aus 28 Exons, davon sind 26
kodierend. Die Gene BRCA1 und BRCA2 stellen Tumorsupressorgene dar, die eine wichtige
Funktion in der zellularen Antwort auf DNA-Schaden ausiiben. BRCA1 ist Uber zahlreiche
Interaktionspartner an mehreren Signalwegen beteiligt. BRCA1 lbt weitere Funktionen in der
Zellzykluskontrolle, in der Chromatinremodelierung, in der Regulation der Transkription, in der X-
Chromosomeninaktivierung und in der Ubiquitinierung von Proteinen aus (Bochar et al. 2000;
Narod und Foulkes 2004). Die bisher wichtigste Funktion von BRCA2 scheint die Regulation von
RAD51 zu sein, dem wichtigsten Enzym bei der fehlerfreien Reparatur mittels homologer
Rekombination (Narod und Foulkes 2004). Mehrere Studien zeigten, dass in BRCAI- und BRCA2-
assoziierten Tumoren gemaR der Zwei-Treffer-Hypothese nach Knudson (Knudson 1971) eine
Inaktivierung des zweiten Allels bzw. Wildtyp-Allels durch einen Verlust der Heterozygotie (loss of
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heterozygosity, LOH) stattfindet (Neuhausen et al. 1994; Collins et al. 1995; O'Donovan et al.
2010). Allerdings handelt es sich bei dem second hit nicht immer um ein reines LOH. Das zweite
Allel kann auch durch andere Mechanismen, wie z. B. Promotormethylierung, abgeschaltet
werden (Maxwell et al. 2017). Die Studie von Maxwell et al. (2017) zeigte keinen Verlust des LOH
in der DNA von Mammakarzinomen bei 10 % der Tragerinnen einer BRCA1-Mutation und bei 46 %
der Tragerinnen einer BRCA2-Mutation sowie in der DNA von Ovarialkarzinomen bei 7 % der
Tragerinnen einer BRCAI1-Mutation und bei 16 % der Tragerinnen einer BRCA2-Mutation.
Somatische BRCA1- und BRCA2-Mutationen in sporadischen Mammakarzinomen wurden in der
Studie von Winter et al. (2016) in ca. 3 % der Féille beobachtet. Somatische BRCAI-Mutationen
wurden bei 5 % - 9 % und somatische BRCA2-Mutationen bei 3 % - 4 % der sporadischen
Ovarialkarzinome identifiziert (Merajver et al. 1995, Berchuck et al. 1998, Hennessy et al. 2010,
Chao et al. 2016).

Keimbahnmutationen in den Genen BRCA1 und BRCA2 konnten in etwa 3 % - 5 % der an einem
Mammakarzinom erkrankten Frauen nachgewiesen werden und in 22,5 % der Patienten in den
Familien, welche die Einschlusskriterien des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust- und
Eierstockkrebs erfiillten (Engel et al. 2015).

Die Gene BRCA1 und BRCA2 werden den sog. Hochrisikogenen zugeordnet. Fiir Trager einer
Keimbahnmutation in den Genen BRCA1 und BRCA2 ergaben verschiedene Studien ein sehr
breites kumulatives Risiko an einem Mamma- und an einem Ovarialkarzinom bis zum 70.
Lebensjahr zu erkranken. Das Risiko fiir BRCA1-Mutationstragerinnen an einem Mammakarzinom
zu erkranken weist eine Spanne von 46,0 % - 86,0 % auf, wahrend das Risiko an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken bei 39,0 % - 63,0 % liegt. Dieses Risiko ist flir Tragerinnen einer
Keimbahnmutation im BRCA2-Gen etwas geringer und zwar wurden fir das Mammakarzinom
Risikowerte von 38,0 % - 84,0 % ermittelt und fir das Ovarialkarzinom wurden Risikozahlen von
16,5 % - 27,0 % erhoben. Fiir mannliche Trager einer Keimbahnmutation im BRCAI-Gen besteht
ein Risiko von 1,2 % an einem Mammakarzinom zu erkranken. Fir mannliche Trager einer
Keimbahnmutation im BRCA2-Gen liegt das Risiko bei bis zu 8,9 % (s. auch Tab. 1.1).
Keimbahnmutationen im BRCA2-Gen steigern bei Mannern zusatzlich das Risiko an einem
Prostatakarzinom (bis zu 20 %) zu erkranken, wahrend sowohl BRCAI1- als auch BRCA2-
Mutationen das Pankreaskarzinomrisiko (1 % - 3 % bzw. 2 % - 7 %) erhdhen (NCBI Bookshelf,
BRCA1- and BRCAZ2-Associated Hereditary Breast and Ovarian Cancer; Letzte Aktualisierung am
15. Dezember 2016).

Fir ein rezidivierendes, high-grade serdses und Platin-sensitives Ovarialkarzinom wurde bei
Tragerinnen einer Keimbahn- oder somatischen BRCA1- oder BRCA2-Mutation die Therapie mit
dem PARP-(Poly-ADP-Ribose-Polymerase)-Inhibitor Olaparib eingefiihrt. Die Poly-ADP-Ribose-
Polymerase ist an DNA-Reparaturmechanismen der Zelle beteiligt. Der PARP-Inhibitor inhibiert
Gber die Bindung an PARP1- und PARP2-DNA-Komplexe bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom und
einer nachgewiesenen Mutation in den Genen BRCA1 oder BRCA2 die DNA-Reparatur in den
Tumorzellen (Kaufman et al. 2015). Die Studie von Murai et al. 2012 zeigte, dass diese Inhibition
die Zellproliferation inhibiert und somit eine antitumorigene Aktivitat aufweist.

Biallelische Mutationen im BRCA2-Gen kodnnen die autosomal-rezessiv vererbte Fanconi-Anamie
Typ D1 (OMIM 605724) verursachen. Bei dieser Erkrankung kdnnen ein Kleinwuchs, Fehlbildungen
des Daumens, eine Mikrozephalie, faziale Dysmorphien, kongenitale Herzfehler, gastrointestinale
Fehlbildungen und Cafe-au-Lait-Flecken auftreten. Es besteht ebenso ein kumulatives Risiko von
97 % fir das Auftreten von verschiedenen Malignomen (Leukdmien und solide Tumoren) (Alter et
al. 2007).
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1.3.1.2 PALB2- und TP53-Gene

Das PALB2-(Partner and localizer of BRCA2; OMIM 610355)-Gen ist auf Chromosom 16p12.2
lokalisiert und besteht aus 13 kodierenden Exons. Das PALB2-Gen stellt ein Tumorsupressorgen
dar und vermitelt die Integritdt der genomischen Stabilitat der Zelle. PALB2 spielt eine wichtige
Rolle in verschiedenen Interaktionen in der zelluldaren Antwort auf Briiche der Doppelstrang-DNA,
fordert die DNA-Reparatur mittels homologer Rekombination, interagiert in der Regulation des
Chromatins und in der Regulation des oxidativen Stresses (Park et al. 2014). Fir das PALB2-Gen
wurde lange Zeit angenommen, dass Keimbahnmutationen in diesem Gen das Erkrankungsrisiko
flr ein Mammakarzinom um etwa 2,3-fach bis zu 5-fach (Casadei et al. 2011, Rahman et al. 2007)
erhohen. Eine weitere Studie zeigte jedoch, dass PALB2-Keimbahnmutationen das Risiko fiir das
Auftreten eines Mammakarzinoms altersabhangig bis zu 8-fach erhéhen kdnnen und dass das
PALB2-Gen somit als hochpenetrantes Gen betrachtet werden muss (Antoniou et al. 2014).
Mutationen im PALB2-Gen konnten in etwa 1 % der untersuchten Falle mit familidren
Mammakarzinomen nachgewiesen werden. Ein LOH ist jedoch nicht typisch fiir die Entstehung
des Mammakarzinoms bei Patienten mit einer PALB2-Keimbahnmutation (Tischkowitz et al. 2007;
Foo et al. 2017). Zusatzlich wurde eine Assoziation von PALB2-Mutationen und einem 10- bis 32-
fach erhéhten Erkrankungsrisiko im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung fiir ein Pankreaskarzinom
bereits durch mehrere Studien belegt (Jones et al. 2009; Slater et al. 2010; Tischkowitz et al. 2009)
(s. Tab. 1.1). Biallelische Mutationen im PALB2-Gen fiihren zur Fanconi-Andamie Typ N (OMIM
610832). Betroffene Patienten zeigen eine Entwicklungsstorung, eine Knochenmarkaplasie und
ein erhohtes Risiko flr padiatrische Tumore (Pauty et al. 2014).

Das TP53-(Tumor protein p53; OMIM 191170)-Gen ist auf Chromosom 17p13.1 lokalisiert und
besteht aus 11 Exons, davon sind 10 kodierend. Das TP53-Gen ist ein Tumorsupressorgen und
spielt eine essentielle Rolle in der Kontrolle des Zellzyklus, die entweder in einer Inhibierung der
Progression des Zellzyklus oder in einer Apoptose resultiert (Lalloo und Evans 2012).
Keimbahnmutationen im TP53-Gen wurden als ursachlich fir die seltene, autosomal-dominant
vererbte Tumordispositionserkrankung Li-Fraumeni-Syndrom (OMIM 151623) beschrieben.
Zudem sind Keimnahmutationen im TP53-Gen mit einem erhohten Erkrankungsrisiko fir ein
Mammakarzinom assoziiert. De novo TP53-Mutationen wurden einerseits in singuldren Fallen mit
Mammakarzinom und multiplen weiteren malignen Erkrankungen (u.a Liposarkom, malignes
Histiozytom) nachgewiesen (Speiser et al. 1996; Salmon et al. 2007; Ferrarini et al. 2011),
andererseits wurden Keimbahnmutationen im TP53-Gen in Familien mit einem sehr frilhen
Auftreten von Mammakarzinomen zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr identifiziert (Fostira et
al. 2015). Mutationen im TP53-Gen verursachen ein 18- bis 60-fach erhohtes Risiko fir die
Entwicklung eines Mammakarzinoms vor dem 45. Lebensjahr (Lalloo und Evans 2012).
Keimbahnmutationen im TP53-Gen zeichnen sich durch eine extreme phéanotypische
Heterogenitat aus (s. Tab. 1.1). In der Studie von Silwal-Pandit et al. (2014) war ein LOH in etwa 80
% der Mammakarzinome zu beobachten.

1.3.2 Moderat penetrante Gene des hereditairen Mamma- und Ovarialkarzinoms
1.3.2.1 ATM-Gen

Das ATM-(Ataxia-telangiectasia mutated gene; OMIM 607585)-Gen ist ein Tumorsupressorgen,
welches auf Chromosom 11q22.3 lokalisiert ist. Es besteht aus 63 Exons, davon sind 62 kodierend.
ATM ist eine Proteinkinase, die als Antwort auf DNA-Schaden, vor allem der Doppelstrangbriiche,
aktiviert wird und den G1-Kontrollpunkt sowie den Kontrollpunkt der S-Phase reguliert (Tichy et
al. 2010). Diese Regulation erfolgt tGber einen Signalweg zusammen mit TP53, BRCA1 und CHEK2
(Lalloo und Evans 2012). Homozygote oder compound-heterozygote Mutationen im ATM-Gen
verursachen eine Ataxia telangiectasia (OMIM 208900). Bei dieser autosomal-rezessiv vererbten
Erkrankung kdnnen sich bei den Patienten die ersten Symptome wie eine zerebelldre Ataxie mit
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Kleinhirnatrophie, Athetose, Storungen der Augenbewegungen, ein Entwicklungsriickstand,
Immundefekte, Teleangiektasien, eine Hypersensibilitat flir ionisierende Bestrahlung und eine
Demenz bereits im Kindesalter duBern (Sandoval et al. 1999). Zudem besteht bereits im
Kindesalter eine Tumorpradisposition. Heterozygote Tragerinnen einer trunkierenden Mutation
im ATM-Gen zeigen ein etwa 2,3-fach erhohtes Mammakarzinomrisiko gegenitber der
Allgemeinbevélkerung (Ahmed und Rahman 2006, Thompson et al. 2005) (s. Tab. 1.1).

1.3.2.2 CDH1-Gen

Das Tumorsupressorgen CDH1 (Cadherin 1; OMIM 192090) ist auf Chromosom 16qg22.1 lokalisiert
und besteht aus 16 kodierenden Exons. Das CDH1-Gen kodiert fiir E-Cadherin, welches der
Gruppe der Cadherine angehort. E-Cadherin ist ein Calcium-abhangiges Zell-Zell-
Adhasionsmolekiil mit einer wichtigen Rolle in der epithelialen Architektur, zelluldaren Polaritat
und Differenzierung (van Roy und Berx 2008; Liu und Chu 2014). Eine Dysregulation des E-
Cadherins fordert die Dysfunktion verschiedener Signalwege (u. a. den Wnt-Signalweg),
beeinflusst die zellulire Polarisation, zelluldres Uberleben, Invasion und Migration und ist somit
ein wichtiger Schritt in der Tumorigenese (Peéina-Slaus 2003; van Roy und Berx 2008).
Keimbahnmutationen im CDH1-Gen kénnen ursachlich fir das diffuse hereditdre Magenkarzinom
(OMIM 137215) sein. CDH1-Mutationen sind vor allem in Familien mit einem gehauften Auftreten
des histologischen Subtyps des lobuldaren Mammakarzinoms beschrieben worden (Oliveira et al.
2013). Pathogene CDH1-Mutationen finden sich in Familien mit einem gleichzeitigen Auftreten
eines diffusen Magen- und eines lobularen Mammakarzinoms (Pharoah et al. 2001; Kaurah et al.
2007). Bei Vorhandensein isolierter lobularer Mammakarzinome in der Familie wurden pathogene
Mutationen im CDH1-Gen in 1,3 % der Falle detektiert (Schrader et al. 2011) (s. Tab. 1.1). Die
Studie von van Roy und Berx (2008) zeigte, dass die Inaktivierung des zweiten Allels bei Tragern
einer Keimbahnmutation im CDHI1-Gen durch somatische Mutationen des zweiten Allels oder
durch Hypermethylierung des Promotors entsteht.

1.3.2.3 CHEK2-Gen

Das Tumorsupressorgen CHEK2 (Checkpoint kinase 2, OMIM 604373) ist ein auf Chromosom
22q12.1 lokalisiertes Gen und besteht aus 15 Exons, davon sind 14 fiir eine Serin-Threonin-Kinase
kodierend. CHEK2 spielt eine wichtige Rolle in der zellularen Antwort auf DNA-Schaden im
gemeinsamen Signalweg mit TP53 und BRCA1 (Lalloo und Evans 2012) und ermoglicht so die
genomische Integritat der Zelle (Bartek et al. 2001). Keimbahnmutationen im CHEK2-Gen fiihren
zu einer 2- bis 3-fachen Erhéhung des Mammakarzinomrisikos (Nevanlinna und Bartek 2006). Die
Penetranz ist jedoch stark von der familidaren Risikokonstellation abhangig (Cybulski et al. 2011).
Die Inzidenz der heterozygoten Anlagetragerschaft flir die haufigste Punktmutation (c.1100delC)
im CHEK2-Gen in der nordwestlichen europdischen Population wird auf 1,5 % geschatzt. Im
Vergleich zur Allgemeinbevolkerung weisen Frauen mit einer nachgewiesenen heterozygoten
c.1100delC Keimbahnmutation im CHEK2-Gen ein 4,8-fach erhodhtes Risiko auf, ein
Mammakarzinom zu entwickeln (Huijts et al. 2014) (s. Tab. 1.1). Weiterhin besteht fir Manner mit
einer pathogenen Mutation im CHEK2-Gen ein moderat erhohtes Risiko, ein Prostatakarzinom zu
entwickeln (Cybulski et al. 2004; Ta et al. 2015). Weiterhin zeigte die Studie von Cybulski et al.
(2004) fur Trager einer pathogenen CHEK2-Keimbahnmutation ein erhohtes Risiko fir ein
kolorektales Karzinom (Odds Ratio (OR) = 2,0), ein Nierenkarzinom (OR = 2,1) und ein
Schilddrisenkarzinom (OR = 1,9). Unabhéngige Studien zeigten, dass ein LOH im Tumor bei
Patienten mit einer CHEK2-Keimbahnmutation nicht stattfand (Sodha et al. 2002; Cybulski et al.
2004) oder zu einem niedrigen Prozentsatz von etwa 17 % nachzuweisen war (Suspitsin et al.
2014).
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1.3.2.4 NBN-Gen

Das Tumorsupressorgen NBN (Nibrin; OMIM 602667) liegt auf Chromosom 8¢21.3 und besteht
aus 16 kodierenden Exons. Das NBN-Genprodukt Nibrin ist als Teil des hMrel11/Rad50/Nibrin-
Multikomplexes unter anderem am DNA-Reparaturmechanismus beteiligt (Carney et al. 1998;
Kobayashi 2004). Biallelische Mutationen im NBN-Gen verursachen das Nijmegen-Breakage-
Syndrom (OMIM 251260), das u. a. durch Kleinwuchs, Mikrozephalie, faziale Dysmorphien,
wiederkehrende respiratorische Infekte, ein erhohtes Tumorrisiko und eine mentale Retardierung
gekennzeichnet ist (Chrzanowska et al. 2012). Fiir Tragerinnen einer heterozygoten NBN-
Keimbahnmutation besteht ein ca. 2,4-fach erhohtes Mammakarzinomrisiko gegeniber der
Allgemeinbevolkerung. Flir Mutationen im NBN-Gen existieren aktuell keine Daten fiir ein
erhohtes Risiko beziiglich der Entwicklung eines Ovarialkarzinoms (Gao et al. 2013) (s. Tab. 1.1).
Verschiedene Studien demonstrierten, dass ein LOH im Tumor bei Patienten mit einer NBN-
Keimbahnmutation nicht charakteristisch war und zu einem niedrigen Prozentsatz von etwa 25 %
identifiziert wurde (Buslov et al. 2005; Suspitsin et al. 2014).

1.3.2.5 RAD51C- und RAD51D-Gene

Das RAD51C-Gen (RAD51, S. cerevisiae, homolog of, C; OMIM 602774), welches in Familien mit
einem hereditiren Mamma- und Ovarialkarzinom mutiert vorliegt, wurde im Jahr 2010
identifiziert (Meindl et al. 2010). Das RAD51C-Gen liegt auf Chromosom 1722 und besteht aus 9
kodierenden Exons. Als Tumorsuppressorgen spielt es eine zentrale Rolle bei der DNA-
Doppelstrangreparatur (Chun et al. 2013). Pathogene Mutationen in diesem Gen wurden in 1,0 %
- 1,5 % der Risikofamilien mit einem Mamma- und Ovarialkarzinom nachgewiesen (s. Tab. 1.1).
Einige weitere Arbeiten konnten dies fiir andere Populationen weltweit belegen, teilweise mit
héheren Mutationsfrequenzen, aber auch mit einer Verschiebung des Tumorspektrums in
Richtung eines haufigen Auftretens von Ovarialkarzinomen (Osorio et al. 2012; Coulet et al. 2013).
Biallelische Mutationen im RAD51C-Gen fiihren zur Fanconi-Anamie Typ O (OMIM 613390). Bei
dieser autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung koénnen bei den Patienten Extremitdten-
fehlbildungen, ein Kleinwuchs, kongenitale Herzfehler, gastrointestinale Fehlbildungen und
Nierenanomalien auftreten (Vaz et al. 2010).

Das Tumorsupressorgen RAD51D (RAD51, S. cerevisiae, homolog of, D; OMIM 602954) wurde
kurze Zeit spater als ein weiteres Risikogen identifiziert (Loveday et al. 2011). Das RAD51D-Gen
liegt auf Chromosom 1712 und besteht aus 10 kodierenden Exons. RAD51D ist eines von flinf
RAD51-Paralogen mit einer DNA-Rekombinasefunktion und spielt eine wichtige Rolle in der
homologen Rekombination bei Eukaryonten (Masson et al. 2001). Keimbahnmutationen im
RAD51D-Gen weisen eine Frequenz von etwa 1 % in den Risikofamilien mit einem Mamma- und
Ovarialkarzinom auf.

In reinen Mammakarzinomfamilien lagen die Mutationsfrequenzen fir die beiden o. g. Gene
jedoch deutlich niedriger. Mutationen in den Genen RAD51C und RAD51D flihren zu einem etwa
6-fach erhohten Risiko flir das Auftreten eines Ovarialkarzinoms (Meindl et al. 2010; Loveday et
al. 2011). Eine Mutation in einem der beiden o. g. Gene ist mit einem lebenslangen Risiko fir die
Entwicklung eines Mammakarzinoms von > 20 % assoziiert (Meindl et al. 2015) (s. Tab. 1.1).



Einleitung 7

Tabelle 1.1: Genetische Risikofaktoren fiir das hereditire Mamma- und Ovarialkarzinom bei den
definierten 10 Core-Genen

Hochpenetrante Gene (Risikomodifikation etwa 5- bis 20-fach)

Gen (Mutationshaufigkeiten) Lebenszeitrisiken fiir MCa/OvCa/Ca
BRCA1 (ca. 17 %°) MCa (60,0 % - 85,0 %), MCa bil (30,0 % - 60,0 %), OvCa (45,0 %)
BRCA2 (ca. 8 %°) MCa (40,0 % - 85,0 %, MCa bil (15,0 % - 40,0 %), OvCa (15,0 % -20,0 %)
PALB2 (ca. 1 %) MCa (35,0 % - 65,0 %)
TP53 (ca. 1 %) Ca (w:>90,0 %; m: >70,0 %)
Moderat penetrante Gene (Risikomodifikation 1,5- bis 5-fach)
Gen (Mutationshdufigkeiten) Lebenszeitrisiken fiir MCa/OvCa

CDH1 1% MCa: lebenslang 40,0 %, in reinen MCa-Familien unbekannt,
.<
(ca ‘) Altersabhdngigkeit in Familien mit MagenCa

CHEK2 (2,0 % - 4,0 %?) MCa (25,0 % - 45,0 %)

ATM (ca. 1 %) MCa (25,0 % - 45,0 %)

NBN (< 1,0 %) MCa (25,0 % - 50,0 %)
RAD51C (1,0 % - 1,5 %*?) MCa (15,0 % - 25,0 %), OvCa (10,0 % - 20,0 %)
RAD51D (ca. 1 %*?) MCa (15,0 % - 20,0 %), OvCa (10,0 % -20,0 %)

Ca = Karzinom (u. a. Weichteilsarkom, Osteosarkom, Astrozytom, Plexuskarzinom, Mammakarzinom,
adrenokortikales Karzinom, Leukdamie, Lymphom, Bronchialkarzinom, Magenkarzinom, kolorektales
Karzinom, Ovarialkarzinom (Tinat et al. 2009; McCuaig et al. 2012); MCa = Mammakarzinom; MCa bil =
bilaterales Mammakarzinom; MagenCa = Magenkarzinom; OvCa = Ovarialkarzinom, w = weiblich; m =
mannlich. ®Mutationsfrequenzen innerhalb des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust- und
Eierstockkrebs. PMutationsfrequenzen beziehen sich auf Familien mit einem Mamma- und Ovarialkarzinom;
modifiziert nach Meindl et al. 2015.

1.4 Diagnosestellung, histologische Typen, Rezeptorstatus und
medikamentdse Therapie der Mammakarzinome

Die gangigen klinischen Untersuchungen zur Diagnosestellung eines Mammakarzinoms beinhalten
Palpationen der Mammae, die Mammasonographie, die Mammographie und die
Magnetresonanztomographie-(MRT) sowie Biopsien der Mammae (McDonald et al. 2016).

Die pathologische Stadieneinteilung des Mamma- und Ovarialkarzinoms wird nach der TNM-
Klassifikation vorgenommen (Kiechle 2010). Diese definiert die GroRe des Karzinoms (T), die
Metastasierung in regionale Lymphknoten (N) und die Metastasierung in Fernorgane (M). Sie wird
von der UICC (Union internationale contre le cancer; Internationale Vereinigung gegen Krebs
2002) bestimmt. Die Graduierung des Tumors ist die Bewertung des histologischen
Ubereinstimmungsgrades eines Tumors mit seinem Ursprungsgewebe und seiner Zellaplasie
(Riede et al. 2009). Es sind vier Graduierungsgrade bekannt (Riede et al. 2009) (s. Tab. 1.2).

Tabelle 1.2. Graduierung des Tumors

Grad der Differenzierung des Tumors Beschreibung
61 gut differenzierter Tumor bzw. hohe Ubereinstimmung mit
Ursprungsgewebe
G2 maRig differenziertes malignes Gewebe
G3 schlecht/niedrig differenziertes malighes Gewebe

ca keine Differenzierung bzw. sehr hohe Malignitat,

Entdifferenzierung (anaplastischer Tumor)

G = Grading (Differenzierungsgrad des Tumorgewebes). Modifiziert nach Riede et al. 2009.
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Das Mammakarzinom stellt histologisch gesehen eine sehr heterogene Erkrankung dar. Die zwei
wichtigsten histologischen Subtypen sind das invasiv duktale Mammakarzinom (ca. 70 % - 80 %)
und das invasiv lobuldre Mammakarzinom (ca. 10 %). Seltenere Subtypen sind u. a. das medullare
(ca. 5 %), das tubuldre (ca. 2 %), das muzinése (ca. 2 %) und das papillire (ca. 1 %)
Mammakarzinom (Netters 2006; Kiechle 2010).

Um zu ermitteln, ob ein Mammakarzinom hormonabhangig proliferiert, wird postoperativ eine
immunhistochemische Bestimmung der Expression des Ostrogenrezeptors a (ERa) und des
Progesteron-Rezeptors (PR) ermittelt. Eine positive Expression wird als > 10 % der Tumorzellen
mit nukledrer Expression des entsprechenden Hormonrezeptors definiert (Badowska-Kozakiewicz
et al. 2015). In ca. 55 % - 60 % der Mammakarzinome wird eine Expression der beiden genannten
Hormonrezeptoren detektiert (Nadji et al. 2005; Francis et al. 2009).

Aus der Literatur ist bekannt, dass Ostrogene (v. a. Ostradiol) zur Entwicklung des
Mammakarzinoms beitragen kénnen und Antiéstrogene dagegen protektiv wirken (Clemons et al.
2001; Yue et al. 2010). Eine erhéhte lebenslange Exposition von Ostrogenen, bedingt u. a. durch
eine frihe Menarche, eine spate Menopause, eine langzeitige menopausale Therapie mit
Ostrogenen und Adipositas, sind mit einer erhéhten Inzidenz von Mammakarzinomen assoziiert
(Kaaks et al. 2005; Chen et al. 2006). Die exakten molekularen Mechanismen des Ostradiol-
Einflusses auf die Entwicklung des Mammakarzinoms sind bisher nicht ausreichend verstanden
(Yue et al. 2010). Ostradiol zahlt zu den Steroidhormonen, ist lipophil und bindet seinen Rezeptor
im Zytosol der Zelle. Dieser Komplex wird in den Nukleus transportiert. Es existieren zwei
Rezeptoren fiir Ostradiol, der Ostrogenrezeptor a (ERa) und der Ostrogenrezeptor B (ERB). Beide
Rezeptoren stellen ligandenaktivierte nukledre Transkriptionsfaktoren dar, weisen homologe
DNA-Bindungsstellen und steroide Bindungsdoméanen auf. Das humane ESR2-Gen (OMIM 601663)
ist auf Chromosom 14q23.2-g23.3 lokalisiert und kodiert fiir den ERB mit einer Grofle von 59kDa.
Das humane ESR1-Gen (OMIM 133430) kodiert fiir den ERa und ist auf Chromosom 6g25.1-g25.2
lokalisiert (Kumar et al. 1987; Khan et al. 1994). Die weitverbreiteste Theorie zur Funktion bezieht
sich auf die Einwirkung des Ostradiols auf den ERa, welcher die Zellproliferation stimuliert und so
die Entstehung von Mutationen wahrend der DNA-Replikation initiiert. Weiterhin beeinflusst
Ostradiol das Wachstum der Zellen mit vorhandenen Mutationen, welche sich bis zur
Tumorentwicklung weiter akkumulieren (Preston-Martin et al. 1990; Preston-Martin et al. 1993).
Es wurde ebenso gezeigt, dass die Metaboliten des Ostrogens genotoxische Effekte aufweisen
und somit zur Entwicklung eines Mammakarzinoms beitragen (Cavalieri et al. 2006; Yager und
Davidson 2006).

Der Progesteron-Rezeptor (PR) vermitelt die Aktion des ovariellen Progesterons, welches
zusammen mit Ostradiol die Sekretion der Gonadotropine reguliert, das Endometrium fiir die
Implantation vorbereitet, die Schwangerschaft bewahrt und die Differenzierung des
Mammagewebes fordert (Kim et al. 2013). Progesteron zahlt ebenfalls zu den Steroidhormonen
und besitzt zwei Rezeptoren, namlich den Progesteron-Rezeptor A (PRA) und den Progesteron-
Rezeptor B (PRB). Beide Rezeptoren werden vom humanen PGR-Gen (OMIM 607311) durch einen
alternativen Promotor reguliert und transkribiert. Der PRB besitzt eine GréRe von 116 kDa und
der PRA eine GrofRe von 94 kDa. Der PRB weist im Gegensatz zum PRA am N-Terminus einen
Zusatz von 164 Aminosauren auf (Clarke und Southerland 1990). Die Isoform B des PR ist fiir die
normale Entwicklung und Funktion der Mammadrise erforderlich (Mulac-Jericevic et al. 2000;
Mulac-Jericevic et al. 2003). Einige Studien ergaben Hinweise darauf, dass Progesteron und der PR
die Entwicklung und das Wachstum des Mammakarzinoms fordern kénnen (Poole et al. 2006;
Chlebowski et al. 2009). Weiterhin wurde gezeigt, dass das Risiko bei postmenopausalen Frauen,
ein Mammakarzinom zu entwickeln, durch die gleichzeitige Einnahme von Ostrogen und
Progestine hoher liegt im Vergleich zu Frauen, die nur Ostrogenpriparate einnehmen (Beral et al.
2003). Bei gesunden erwachsenen Frauen konnten in nur etwa 7 % - 10 % der epithelialen Zellen
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der Mammae eine Expression des PR nachgewiesen werden (Woolcott et al. 2008; Oh et al. 2016).
Im Gegensatz dazu konnte in etwa 50 % - 70 % der Mammakarzinomzellen eine Expression des PR
nachgewiesen werden (Badowska-Kozakiewicz et al. 2015, Ono et al. 2017, Truin et al. 2017). Es
wird vermutet, dass die Proliferation durch parakrine Mechanismen reguliert ist (Silberstein et al.
1996; Ismail et al. 2002; Shyamala et al. 2002). Die neoplastisch transformierten epithelialen
Zellen der Mammadriise haben einen hdheren Anteil von exprimierten ERa/PR bzw. auch die
Zellen des Normalgewebes der Mammae und die hyperplastischen Zellen bei Patienten mit einem
Mammakarzinom haben einen hoheren Anteil der exprimierten PR. Dieses ist mit einer
autokrinen Regulation der neoplastischen Transformation der Zellen verbunden (Anderson 2002).
Weiterhin wurde gezeigt, dass die nicht-genomische Aktion des PR zu der Zellproliferation
beitragen kann (Kim et al. 2013). Es wurde gezeigt, dass der PR direkt den MAPK-Signalweg sowie
die Src/p21Ras/Erk-, PI3K/Akt- und JAK/STAT-Signalwege aktivieren kann und somit zu den
proliferativen Effekten in der Tumorentstehung des Mammakarzinoms beitragen kann
(Boonyaratanakornkit et al. 2001; Boonyaratanakornkit et al. 2007; Carnevale et al. 2007; Obr und
Edwards 2012).

Patienten mit exprimierten ERa und PR haben die hochste Wahrscheinlichkeit einer guten
Ansprache auf eine endokrine Therapie und eine bessere Prognose als Patienten mit
Mammakarzinomen ohne exprimierten ERa und PR (Anderson 2002; Badowska-Kozakiewicz et al.
2015). Die Expression des ERa wird daher als Therapieansatz fir Mammakarzinome verwendet.
Nach der Bindung eines Liganden (z. B. Ostradiol) auf den nukledr positionierten ER kommt es zu
einer Dimerisierung des ER und einer Interaktion mit einem Ostrogen-Response-Element der
spezifischen DNA-Sequenz, was zu einer Gentranskription flhrt (Gruber et al. 2009). Es ist
bekannt, dass ERa immer als ein Aktivator wirkt. Der ERB formiert einen Heterodimer nach der
Bindung an ERa und kann die Aktion des ERa inhibieren (Lindberg et al. 2003). Die selektiven
Ostrogenrezeptormodulatoren ibermitteln ihre Wirkung tber den ER und kénnen sowohl als
Agonisten als auch als Antagonisten wirken (Riggs und Hartmann 2003). Tamoxifen wirkt z. B.
zytostatisch und verlangsamt die Proliferation der Mammakarzinomzellen durch die inhibierte
Progression aus der G1-Phase im Zellzyklus. Auf Mammazellen wirkt Tamoxifen als Ostrogen-
Antagonist (Osborne 2009). Auf der anderen Seite werden zur Therapie des Mammakarzinoms
Aromatase-Inhibitoren verwendet. Diese hemmen das Enzym Aromatase, welches die Konversion
von Androgenen in Ostrogene reguliert (Asten et al. 2014). Eine Metaanalyse zeigte, dass der
Einsatz von Aromatase-Inhibitoren bei Patientinnen mit Mammakarzinomen die
Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs um ca. 30 % mehr verringerte als vergleichsweise Tamoxifen in
der Phase der Einnahme. Jedoch weisen Aromatase-Inhibitoren keine verbesserte
Langzeitwirkung bzgl. des Auftretens von Rezidiven auf (Early Breast Cancer Trialists 2015).

Zusatzlich wird in der pathologischen Routineanalyse der Mammakarzinome die Uberexpression
des ERBB2-Rezeptors sowie in einigen grenzwertigen Fallen die genomische Amplifikation des
ERBB2-Gens ermittelt. Der ERBB2-Rezeptor liegt in etwa 15 % - 25 % der Mammakarzinome
Uberexprimiert vor (Francis et al. 2009; Bilous et al. 2012). Das humane ERBB2-Gen (OMIM
164870) ist auf Chromosom 17q12 lokalisiert und kodiert fiir den ERBB2-Rezeptor, dieser wird der
Klasse der Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) zugeordnet und gehoért zur Familie des Epidermal
Growth Factor Receptors (EGFR). Die Uberexpression des ERBB2-Rezeptors oder ein mutierter
ERBB2-Rezeptor kdonnen zu einer Dimerisierung der ERBB2-Rezeptoren fihren. Der ERBB2-
Signalweg fordert die zelluldre Proliferation durch Aktivierung des RAS-MAPK-Signalwegs und
inhibiert die Apoptose durch den Phosphatidylinositol 3’-Kinase-AKT-(mTOR)-Signalweg
(Sliwkowski und Yarden 2001). Eine Uberexpression des ERBB2-Rezeptors fiihrt zur spontanen
Dimerisierung des Rezeptors ohne Liganden und somit zu einer konstitutiven Aktivierung (Hynes
et al. 1994). Eine Uberexpression des ERBB2-Rezeptors ist mit einem aggressiveren klinischen
Verlauf des Mammakarzinoms und mit einer schlechteren Prognose von Mammakarzinom-
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Patienten assoziiert (Wolf et al. 2007). Der therapeutische Ansatz bei Patienten mit
nachgewiesener Uberexpression des ERBB2-Rezeptors beruht daher auf dem Einsatz
humanisierter monoklonaler Antikdrper (u. a. Trastuzumab, Pertuzumab), die die extrazellulare
Domane des ERBB2-Rezeptors binden, eine Dimerisierung des Rezeptors blockieren und somit die
intrazelluldre Aktivierung der Tyrosinkinase verhindern (Hudis 2007; Baselga und Swain 2009).
Weiterhin werden zur Therapie Tyrosinkinase-Inhibitoren eingesetzt, die die intrazelluldre
Doméne der ERBB1- und ERBB2-Rezeptoren blockieren (Burris 2004; Nelson und Dolder 2006).

Hereditare Mammakarzinome mit einer nachgewiesenen  BRCAI-Keimbahnmutation
unterscheiden sich von den sporadischen Mammakarzinomen in morphologischer und
immunphanotypischer Hinsicht sowie in ihren molekularen Charakteristika. Beim Vorliegen einer
Keimbahnmutation im BRCAI-Gen finden sich haufiger histopathologische Eigenschaften eines
medulldaren Mammakarzinoms (11 %) als bei Keimbahnmutationen im BRCA2-Gen (2 %) oder in
sporadischen Mammakarzinomen (1 %) (Lakhani et al. 2000). Verschiedene Studien zeigten, dass
Mammakarzinome bei Tragerinnen einer pathogenen Keimbahnmutation im BRCA1-Gen in >70 %
der Falle eine G3-Morphologie des Karzinoms aufweisen. Im Vergleich dazu wurde in nur ca. 35 %
der Falle mit einem sporadischen Mammakarzinom eine G3-Morphologie beobachtet (Stratton et
al. 1997; Lakhani et al. 2000; Quenneville et al. 2002). Es konnte demonstriert werden, dass
Mamakarzinome bei Vorliegen einer Keimbahnmutation im BRCA2-Gen in ca. 60 % - 90 % der
Falle eine Expression des ERa zeigten und in etwa 40 % - 80 % der Falle eine Expression des PR
aufwiesen. Dahingegen zeigten Mamakarzinome mit nachgewiesener BRCA1-Keimbahnmutation
nur in etwa 35 % der Falle eine Expression des ERa und in etwa 20 % eine Expression des PR
(Lakhani et al. 2002; Palacios et al. 2003). Zusatzlich konnte bei hereditairen Mammakarzinomen
mit identifizierten Mutationen in den Genen BRCA1 und BRCA2 eine verminderte Frequenz der
ERBB2-Uberexpression (13 %) im Vergleich zu den sporadischen Mammakarzinomen (18 %)
beobachtet werden (Honrado et al. 2005).

1.5 Vererbungsmodus und Kriterien fiir eine molekulargenetische
Untersuchung bei Verdacht auf ein hereditaires Mamma- und
Ovarialkarzinom-Syndrom

Das Tumorsyndrom des hereditiren Mamma- und Ovarialkarzinoms (Hereditary Breast and
Ovarial Cancer; HBOC) wird autosomal-dominant mit einer reduzierten Penetranz und variabler
Expressivitat vererbt (Aretz 2014). Eine reduzierte Penetranz bedeutet, dass sich trotz des
vorhandenen Genotyps die Merkmale des zugehdrigen Phanotyps nicht immer manifestieren
werden. Auch die Expressivitdt, d. h. der Schweregrad der klinischen Auspragung (Allen 1952;
Shawky 2014), zeigt sich sowohl intra- als auch interfamiliar variabel.

Beim hereditdren Mamma- und Ovarialkarzinom-Syndrom mit einer Mutation in einem der 10
Core-Gene (s. Abschnitte 1.3.1 und 1.3.2) besteht zusatzlich zu den deutlich erhohten
Erkrankungsrisiken fir Mamma- und Ovarialkarzinome noch (abhéngig vom mutierten Gen) ein
erhohtes Risiko fuir weitere Tumorerkrankungen, wie z. B. fir ein Tubenkarzinom, ein primares
Peritonealkarzinom, ein Pankreaskarzinom sowie ein Prostatakarzinom (Pharoah et al. 2001;
Kaurah et al. 2007; Tischkowitz et al. 2009; NCBI Bookshelf, BRCA1- and BRCA2-Associated
Hereditary Breast and Ovarian Cancer; letzte Aktualisierung am 15. Dezember 2016;).

Zur Einschatzung einer genetischen Disposition fir die interdisziplindre Beratung und
Mutationssuche bei Verdacht auf ein hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom wurden deshalb
spezielle diagnostische Kriterien entwickelt (Schumtzler et al. 2008). Das Deutsche Konsortium
Familidrer Brust- und Eierstockkrebs definierte bestimmte Familienkonstellationen bzw.
libernahm einige Kriterien aus den S3-Leitlinien bei Verdacht auf ein hereditires Mamma- und
Ovarialkarzinom fiir Falle mit einer Mutationswahrscheinlichkeit von > 10 % (s. Tab. 1.3).
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Tabelle 1.3: Kriterien zur molekulargenetischen Untersuchung bei Verdacht auf ein hereditires Mamma-
und Ovarialkarzinom (Deutsches Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs)

Kriterien

Kriterium A: Mindestens drei Frauen aus der gleichen Linie einer Familie sind an einem Mammakarzinom
erkrankt (unabhingig vom Alter bei der Erstdiagnose).!
Kriterium G: Mindestens zwei Frauen aus der gleichen Linie einer Familie sind an einem

Mammakarzinom erkrankt, davon eine vor dem 51. Lebensjahr.?

Kriterium J: Mindestens eine Frau ist an einem Mammakarzinom und mindestens eine Frau an einem
Ovarialkarzinom erkrankt.!

Kriterium N: Mindestens eine Frau ist an einem Mamma- und einem Ovarialkarzinom erkrankt.*

Kriterium Q: Mindestens eine Frau ist vor dem 36. Lebensjahr an einem Mammakarzinom erkrankt.?

Kriterium R: Mindestens eine Frau ist an einem bilateralen Mammakarzinom erkrankt, wobei das erste
Mammakarzinom vor dem 51. Lebensjahr aufgetreten ist.!

Kriterium U: Mindestens ein Mann ist an einem Mammakarzinom und mindestens eine Frau ist an einem
Mamma- oder Ovarialkarzinom erkrankt.!

Kriterium Z: Mindestens zwei Frauen aus der gleichen Linie einer Familie sind an einem Ovarialkarzinom
erkrankt.?

Kriterium Y: Keine Indexpatientin vorhanden, das Heterozygoten-Risiko fiir die Anlagetragerschaft einer
autosomal-dominant vererbten Mutation berechnet mittels des Risikokalkulationsprogramms Cyrillic
2.13 betragt > 20 %.?

Mindestens eine Frau ist an einem triple-negativen Mammakarzinom bis zum vollendeten 49. Lebensjahr
erkrankt (am 01.10.2016 in Kraft getreten und vom Konsortium validiert).3

Mindestens eine Frau ist an einem Ovarialkarzinom bis zum vollendeten 79. Lebensjahr erkrankt (am

01.10.2016 in Kraft getreten und vom Konsortium validiert).?

1Schmutzler et al. 2008 und modifiziert nach http://www.konsortium-familiaerer-brustkrebs.de, Zugriff im
November 2017. In dieser Dissertation wurden die Kriterien zur besseren Ubersicht mit Buchstaben
gekennzeichnet: A, G, J, N, Q, R, U, Y und Z. %Dieser Punkt ist nicht direkt als eines der vom Deutschen
Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs definierten Kriterien bezeichnet, sondern wird als ein
Zusatzpunkt gewertet. Dieser Punkt kommt zur Anwendung, wenn kein Indexpatient zur Verfligung steht.
Zur besseren Ubersicht wird in dieser Dissertation dieser Zusatzpunkt als ein Kriterium bezeichnet. 3Diese
Einschlusskriterien gelten nur in den spezialisierten Zentren und nur fiir Patientinnen, die den VDEK-
Krankenkassen angehodren. Die Betreuung der Familien erfolgt im Rahmen der , besonderen Versorgung”
nach SGBV, §140a.

Bei Verdacht auf eine hereditdre Form des Mamma- und Ovarialkarzinoms muss mindestens eines
der oben genannten Kriterien erfiillt sein. In diesem Fall kann eine molekulargenetische
Untersuchung der vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstock definierten 10
Core-Gene (s. Abschnitte 1.3.1 und 1.3.2) angeboten werden.

Eine weitere Moglichkeit zur Risikoerhebung einer Anlagetragerschaft einer heterozygoten
Mutation in einem der 10 Core-Gene bzw. zur Ermittlung des Lebenszeitrisikos fiir das Auftreten
eines Mammakarzinoms besteht in der detaillierten Stammbaumanalyse tGber mindestens drei
Generationen unter Bericksichtigung der mutterlichen und der vaterlichen Linie. Die Richtlinien
fir diese rechnerische Erhebung wurden vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und
Eierstockkrebs definiert und die Risiken miissen mit Hilfe des Risikokalkulationsprogramms Cyrillic
2.13 ermittelt werden.

1.5.1 Risikoberechung

Der Risikoberechnung mittels des Programms Cyrillic 2.13 liegt ein genetisches Ein-Gen-Modell fur
die Erkrankung zugrunde. Hierflr wird fir die Krankheitsentstehung durch ein monogenes
Mendelsches-Modell (autosomal-dominant vererbte Erkrankung) eine altersabhangige Penetranz
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angenommen (Fischer und Bickelbodller 2007). Bei den genetischen Modellen werden (im
Gegensatz zu den empirischen Modellen) nicht-genetische Risikofaktoren meist nicht
beriicksichtigt. Die Berechnungen erfolgen im Hintergrund mit MLINK vom LINKAGE-Paket (Grimm
2014). Das Risikokalkulationsprogramm Cyrillic 2.13 berlcksichtigt dabei ein ein- und ein
beidseitiges Mammakarzinom, ein mannliches Mammakarzinom und mehr als zwei an einem
Mamma - und/oder einem Ovarialkarzinom erkrankte Personen.

Den Ratsuchenden ohne verfligbaren Indexpatienten in der Familie und einer
Mutationswahrscheinlichkeit (Heterozygoten-Risiko) von = 20 % und/oder einem Lebenszeitrisiko
von 2 30 % kann eine molekulargenetische Diagnostik der 10 Core-Gene ermoglicht werden. Den
Patienten ohne nachgewiesene wahrscheinlich pathogene oder pathogene Mutation in einem der
10 Core-Gene und einem Lebensalter < 50 Jahre mit einem postanalytisch berechneten
Lebenszeitrisiko von = 30 % und/oder einem Heterozygoten-Risiko von > 20 % kann ein
intensiviertes Friherkennungs- und Nachsorgeprogramm (IFNP) angeboten werden (Fischer und
Bickebdoller 2007).

1.6 Deutsches Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs

Das Deutsche Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs (,German Consortium for
Hereditary Breast and Ovarian Cancer”, GC-HBOC) ist ein Zusammenschluss von 17 universitdren
Zentren (s. Abb. 1.1). Das Institut flir Humangenetik der Universitatsmedizin Goéttingen (UMG) ist
seit November 2011 Mitglied dieses Konsortiums. Das Ziel des Konsortiums ist, die bundesweite
Versorgung der Familien mit Verdacht auf ein familidres und hereditires Mamma- und
Ovarialkarzinom zu gewahrleisten und die neuesten wissenschaftlichen Erkenntnisse in die Praxis
umzusetzen. Das Konsortium wird seit dem Jahr 1996 durch die Deutsche Krebshilfe geférdert. In
diesem Verbund arbeiten Humangenetiker, Gyndkologen, Onkologen, Pyschoonkologen,
Radiologen, Pathologen und Naturwissenschaftler eng zusammen. In den Zentren des
Konsortiums wird eine interdisziplindre, intensive Kooperation mit den Kollegen aus Brustzentren,
gynakologischen Krebszentren sowie niedergelassenen Kolleginnen und Kollegen angestrebt. Es
bestehen wissenschaftliche sowie klinische Kooperationen sowohl auf nationaler als auch auf
internationaler Ebene (u. a. BRIDGES-Studie, Perspektive-Studie, Libre-Studie) (Internetseite des
Konsortiums, Stand 24.11.2017).
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Abbildung 1.1: Mitglieder des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust- und Eierstockkrebs (ibernommen
aus der offiziellen Seite des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust- und Eierstockkrebs
http://www.konsortium-familiaerer-brustkrebs.de). Alle 17 universitiren Zentren des Deutschen
Konsortiums Familidrenr Brust- und Eierstockkrebs sind mit roten Punkten auf der Karte gekennzeichnet.

Durch das Konsortium wurde weiterhin die zentrale Datenbank BRCA2006 in Leipzig etabliert.
Diese Datenbank wird vom Institut fiir Medizinische Information, Statistik und Epidemiologie
(IMISE) der Universitdt Leipzig betreut. In diese Datenbank werden seit dem Jahr 2006 alle
Familien eingegeben, die in den Zentren des Konsortiums beraten wurden. Es werden klinische,
radiologische, pathologische und genetische Informationen zum Mamma- und Ovarialkarzinom
des Indexpatienten sowie in der Familie erhoben. Es werden ebenso alle identifizierten Varianten
unklarer Signifikanz (VUS) sowie wahrscheinlich pathogene und pathogene Mutationen und einige
Polymorphismen eingetragen. Diese Datenbank ermoglicht daher eine ausfihrliche anonymisierte
Ubersicht der Patienten mit Verdacht auf ein hereditires Mamma- und Ovarialkarzinom.
Weiterhin konnen diese Daten statistisch bearbeitet und ausgewertet werden.

Das Deutsche Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs etablierte ebenfalls eine
sogenannte TaskForce. Die TaskForce stellt ein Team aus Naturwissenschaftlern,
Humangenetikern und Gynakologen innerhalb des Konsortiums dar, welches sich mit der
Neubewertung bzw. Reklassifizierung der in die Datenbank eingetragenen Sequenzvarianten
beschiaftigt. In diesem Zusammenhang wurde ein Recall-System eingefiihrt. Dieses Recall-System
informiert die Mitglieder des Konsortiums Uber die Reklassifizierung der in die Datenbank
eingetragenen Sequenzvarianten. Die jeweiligen Zentren des Konsortiums sind im Anschluss an
diese Mitteilung verpflichtet, entsprechende Patienten Uber die Neuklassifizierung der
Sequenzvarianten zu informieren und die Patienten (ber die daraus resultierenden Folgen
aufzuklaren.

Weiterhin wurde im Rahmen des Konsortiums eine Biobank aufgebaut. Die DNA-Proben werden
im CMMC (Center for Molecular Medicine Cologne) gelagert. In der Biobank werden DNA-Proben
von etwa 21.650 Patienten (Stand Oktober 2017) von allen Zentrumsmitgliedern gelagert und
stehen den Mitgliedern des Konsortiums fiir verschiedene wissenschaftliche Projekte zur
Verflgung.

Das Deutsche Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs definierte bestimmte
Familienkonstellationen bzw. Kriterien fiir eine molekulargenetische Untersuchung auf
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Verdanderungen in den Risikogenen (s. Tab. 1.3) bei Verdacht auf ein hereditdres Mamma- und
Ovarialkarzinom.

1.7 Ablauf der genetischen Versorgung und Beratung der Patienten mit
Verdacht auf ein hereditares Mamma- und Ovarialkarzinom

In der Mehrzahl der Falle erfolgten die humangenetischen Beratungen bei Patienten mit Verdacht
auf ein hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom in der Universitdtsmedizin Gottingen (UMG) in
der Interdisziplindren Brustkrebsrisikosprechstunde des Brustzentrums der Klinik fiir Gynakologie
und Geburtshilfe. Im Brustkrebszentrum sind mehrere Abteilungen der Universitatsmedizin
Gottingen und des Evangelischen Krankenhauses Weende sowie der Selbsthilfegruppe Horizonte
vereint und durch eine zentrale Koordinatorin organisiert (s. Tab. 1.4).

Tabelle 1.4: Abteilungen, Institutionen und Selbsthilfegruppe beteiligt im Brustkrebszentrum der UMG
Abteilungen und Organisationen beteiligt im Brustkrebszentrum der UMG

Abteilung Gynakologie und Geburtshilfe

Abteilung diagnostische Radiologie
Abteilung fiir Pathologie

Abteilung Hamatologie und Onkologie
Abteilung Strahlentherapie und Radioonkologie
Abteilung Plastische Chirurgie (Evangelisches Krankenhaus Weende)

Abteilung Nuklearmedizin

Institut fir Humangenetik

Tumorzentrum

Selbsthilfegruppe Horizonte

UMG = Universitdatsmedizin Gottingen.

Einige Patienten, die im Rahmen dieser Dissertation analysiert wurden, nahmen an der
genetischen Sprechstunde des Medizinischen Versorgungszentrums (MVZ) im Institut fur
Humangenetik der UMG teil.

Patienten, die sich in der Interdisziplinaren Brustkrebsrisikosprechstunde des Brustkrebszentrums
der Klinik fiir Gynakologie und Geburtshilfe zur genetischen Beratung angemeldet hatten, wurden
zunachst telefonisch durch eine ausgewiesene study nurse Uber die Einschlusskriterien fiir eine
hereditire Form des Mamma- und Ovarialkarzinoms befragt. Wurde hierdurch eine
Familienkonstellation mit Verdacht auf ein hereditires Mamma- und Ovarialkarzinom ermittelt,
erfolgte eine Einladung zum humangenetischen Beratungsgesprach. Bei der humangenetischen
Beratung wurde u. a. ein Stammbaum des Patienten Uber mindestens drei Generationen erstellt.
Wenn sich in der humangenetischen Beratung die Ermittlungen der study nurse bestatigten,
wurde dem Indexpatienten nachfolgend eine molekulargenetische Diagnostik der 10 Core-Gene
angeboten. Der Indexpatient stellt i. d. R. eine lebende erkrankte Person dar, die fiir eine
molekulargenetische Diagnostik erreichbar/verfligbar ist. Alternativ konnte einer nicht-erkrankten
ratsuchenden Person anhand der Familienanamnese eine molekulargenetische Diagnostik der 10
Core-Gene bei geniigend hohem Heterozyogten- (> 20 %) bzw. Lebenszeitrisiko (> 30 %)
angeboten werden. Diese Risiken wurden mit Hilfe des Risikokalkulationsprogramms Cyrillic 2.13
ermittelt. Diese Vorgehensweise wurde angewendet, wenn die erkrankten Familienmitglieder
bereits verstorben waren bzw. einer molekulargenetischen Testung nicht zugestimmt hatten.

Bei vorliegender Einwilligung des Patienten in die molekulargenetische Untersuchung erfolgte
anschlielend eine Multi-Gen-Panel-Analyse mittles Next-Generation-Sequencing (NGS) der 10
Core-Gene und eine entsprechende Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification-(MLPA)-
Analyse zur Detektion von Deletionen und Duplikationen innerhalb der angeforderten Gene. Nach
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Vorliegen des molekulargenetischen Ergebnisses wurde dieser Befund dem Patienten im Rahmen
eines Zweitgesprachs erlautert. Mitgeteilt wurden in den diagnostisch angeforderten Genen die
Sequenzvarianten, die nach den Standards des American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG; Richards et al. 2015) in die ACMG-Klasse 3 (Variante unklarer Signifikanz),
ACMG-Klasse 4 (wahrscheinlich pathogene Mutation) und ACMG-Klasse 5 (pathogene Mutation)
eingestuft wurden. Es wurde im Zweitgesprach den Patienten die klinische Bedeutung des
erhobenen Befundes erldutert. Weiterhin wurde dem Patienten eine Bestatigung des erhobenen
Befundes bei Mutationen der ACMG-Klasse 4 und 5 als Qualitdtskontrolle an einer zweiten
Blutprobe mittels Sanger-Sequenzierung bzw. MLPA-Analyse angeboten. Fiir die Patienten mit
einem Alter von < 50 Jahren ohne identifizierte wahrscheinlich pathogene bzw. pathogene
Mutation stand eine Risikoberechnung mit Hilfe des Risikokalkulationsprogramms Cyrillic 2.13 zur
Verfligung. Frauen mit einem rechnerischen Heterozygoten-Risiko von 2 20 % oder einem
Lebenszeitrisiko von > 30 % konnte trotz unauffdlligem molekulargenetischem Befund ein
intensiviertes Friiherkennungs- und Nachsorgeprogramm (IFNP; s. Abschnitt 1.8) bis zum 50.
Lebensjahr angeboten werden.

Fiir Frauen mit einer identifizierten Keimbahnmutation im BRCA1- oder BRCA2-Gen, die bisher
nicht an einem Mamma- oder Ovarialkarzinom erkrankt waren, wurde eine Risikoberechnung
mittels des Risikokalkulationsprogramms BOADICEA (Breast and Ovarian Analysis of Disease
Incidence and Carrier Estimation Algorithm) flr die Ersterkrankung eines Mamma- bzw.
Ovarialkarzinoms durchgefiihrt. Fiir bereits an einem einseitigen Mammakarzinom erkrankte
Frauen erfolgte diese Risikoermittlung fir ein kontralaterales Mammakarzinom und ein
Ovarialkarzinom (Deutsches Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs 2017).

Fir Patienten, die im Rahmen der Sprechstunde des MVZs im Institut fir Humangenetik der UMG
genetisch beraten worden waren, wurden die Einschlusskriterien des Deutschen Konsortiums
Familidrer Brust- und Eierstockkrebs fiir eine hereditare Form des Mamma- und Ovarialkarzinoms
direkt bei der humangenetischen Beratung geprift. Ein erhobener molekulargenetischer Befund
wurde dem Patienten im Rahmen eines Zweitgesprachs erldutert, falls eine Sequenzvariante der
ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 identifiziert wurde. Bei einem unauffilligen molekulargenetischen
Befund wurde dieser dem Patienten schriftlich in Form eines Beratungsbriefs mitgeteilt. Alle
weiteren Schritte der genetischen Versorgung unterschieden sich nicht voneinander.

1.8 Klinische Bedeutung des hereditairen Mamma- und Ovarialkarzinoms
Frauen mit einem hereditaren Mamma- und Ovarialkarzinom haben ein erhéhtes Risiko vor allem
an einem Mamma- und Ovarialkarzinom zu erkranken. Die wichtigste Aufgabe einer
humangenetischen Beratung liegt darin die Patienten mit den erfiillten Kriterien bei Verdacht auf
ein hereditdires Mamma- und Ovarialkarzinom zu identifizieren und deren Risiko fir die
Tumorerkrankungen zu bestimmen. Das Erkrankungsrisiko kann durch eine Familienanamnese mit
der Erstellung eines Stammbaumes (iber mindestens drei Generationen und die erforderliche
spezielle molekulargenetische Untersuchung der 10 Core-Gene konkretisiert werden. Aufgrund
des hohen Erkrankungsrisikos bendtigen Frauen mit einer hereditdren Form des Mamma- und
Ovarialkarzinoms umfangreiche Mallnahmen der Friherkennung bzw. der Krebsnachsorge. Diese
MafRnahmen werden im Rahmen eines intensivierten Frilherkennungs- und Nachsorgeprogramms
(IFNP) angeboten. Fiir Manner wurde bisher kein IFNP definiert (s. Abb. 1.2; s. Tab. 1.5).



Einleitung 16

Nachgewiesene Mutation in einem
der 10 Core Gene

/\

Mutation in einem der Mutation in einem der
hochpenetranten Gene moderat penetranten Gene

Prophylaktische Prophylaktische Salpingo-
Mastektomie Qophorektomie

Prophylaktische
Mastektomie

Prophylaktische Salpingo-
Qophorektomie

P53 PALB2 BRCA1/BRCA2 ATM CDH1 CHEK2 NBN RAD51C RAD51D
20.U-69.U ||30.LJ-69.LJ | | 25.U-69.U 30.L1-69.L) 240.U
240,

Abbildung 1.2: Vorgehensweise und klinische Empfehlungen bei Frauen mit nachgewiesener
wahrscheinlich pathogener (ACMG-Klasse 4) und pathogener Mutation (ACMG-Klasse 5) in einem der 10
Core-Gene. Bei einer nachgewiesenen Mutation in einem der Core-Gene ist die Vorgehensweise abhangig
davon, ob eine Mutation in einem hochpenetranten Gen oder einem moderat penetranten Gen vorliegt.
Die blaue Farbmarkierung reprasentiert das INFP, die rote Farbmarkierung die prophylaktische
Mastektomie und die griine Farbmarkierung die prophylaktische Salpingo-Oophorektomie. Bei Nachweis
von Mutationen im PALB2- und TP53-Gen ist eine prophylaktische Mastektomie ggf. eine
Einzelfallentscheidung (durchtrennter roter Pfeil). Die in blau bzw. griin markierten Jahresangaben beziehen
sich auf die Altersspanne, in der das IFNP bzw. die Salpingo-Oopherektomie durchgefiihrt werden kénnen.
Alle MalRnahmen kénnen auch funf Jahre vor dem friihesten Auftreten eines Mammakarzinoms in der
Familie angeboten werden. IFNP = Intensiviertes Fritherkennungs- und Nachsorgeprogramm.

Fir gesunde Frauen mit einer nachgewiesenen pathogenen Keimbahnmutation in den
Hochrisikogenen BRCA1, BRCA2, PALB2 und TP53 beginnt das IFNP entweder im Alter von 20
Jahren (TP53-Gen) oder im Alter von 25 Jahren (BRCA1- und BRCA2-Gen) oder im Alter von 30
Jahren (PALB2-Gen) oder 5 Jahre vor dem frithesten Auftreten eines Mammakarzinoms in der
Familie. Bereits an einem Mammakarzinom erkrankte Frauen mit einer Mutation in einem
Hochrisikogen konnen ab dem Erkrankungsalter in das Programm aufgenommen werden. Das
IFNP umfasst ein jahrliches MRT der Mammae, eine halbjdhrliche Ultraschalldiagnostik der
Mammae und alle zwei Jahre eine Mammographiediagnostik (s. Abb. 1.2; s. Tab. 1.5, 1A).
Gesunden Frauen mit nachgewiesener Keimbahnmutation in einem der moderat-penetranten
Risikogene ATM, CDH1, CHEK2, NBN, RAD51C und RAD51D wird das IFNP im Alter von 30 Jahren
oder 5 Jahre vor dem friihesten Auftreten eines Mammakarzinoms in der Familie angeboten. An
einem Mammakarzinom erkrankte Frauen mit Keimbahnmutationen in einem der moderat-
penetranten Risikogene kdnnen ab dem Ersterkrankungsalter in das IFNP aufgenommen werden.
Das IFNP umfasst auch hier ein jahrliches MRT der Mammae, eine halbjahrliche
Ultraschalldiagnostik der Mammae und alle zwei Jahre eine Mammographiediagnostik (s. Abb.
1.2;s. Tab. 1.5, 1B).

Die Voraussetzung fir eine indizierte prophylaktische Mastektomie ist eine nachgewiesene
Keimbahnmutation im BRCAI- oder BRCA2-Gen. Bei dem Nachweis von Mutationen im PALB2-
und TP53-Gen ist eine prophylaktische Mastektomie ggf. als Einzelfallentscheidung der
behandelnden Arzte in Kooperation mit dem Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und
Eierstockkrebs moglich. Die prophylaktische beidseitige Mastektomie bei Frauen mit einer
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Mutation im BRCAI1- oder BRCA2-Gen senkt das Risiko fur ein Mammakarzinom um etwa 90 %
und in Kombination mit einer prophylaktischen Salpingo-Oophorektomie um etwa 95 % (Rebbeck
et al. 2004). Bei einer Mastektomie kommen entweder eine komplette Mastektomie mit der
hochsten Risikoreduktion inklusive Entfernung des Mamillen-Areola-Komplexes oder eine
vollstandige Entfernung des Mammadrisengewebes durch eine subkutane oder Mamillen-
sparende Mastektomie in Frage. Das letzte Verfahren ermdoglicht eine hohe Risikoreduktion (s.
Tab. 1.5, 2A). Fur Keimbahnmutationen in den moderat penetranten Risikogenen ATM, CDH1,
CHEK2, NBN, RAD51C und RAD51D gibt es bisher generell keine Empfehlungen zur
prophylaktischen Mastektomie (s. Abb. 1.2; s. Tab. 1.5, 2A).

Eine prophylaktische Salpingo-Oophorektomie wird bei einer nachgewiesenen Mutation in den
Genen BRCA1, BRCA2, RAD51C und RAD51D bei einer Tragerin einer Keimbahnmutation nach
abgeschlossenem Kinderwunsch im Alter von 240 Jahren oder 5 Jahre vor dem friihesten
Erkrankungsalter an einem Ovarialkarzinom in der Familie empfohlen (s. Tab. 1.5, 3A; s. Abb. 1.2).
Die prophylaktische beidseitige Salpingo-Oophorektomie reduziert das Ovarialkarzinomrisiko um
97 % (Kauff et al. 2002; Rebbeck et al. 2002). Zusatzlich wird durch diesen prophylaktischen
Eingriff das Risiko fiir ein Mammakarzinom um 50 % (Rebbeck et al. 2005) und das Risiko fiir ein
kontralaterales Zweitkarzinom um 30 % - 50 % gesenkt (Heemskerk-Gerritsen et al. 2009). Bei
dieser Operation wird eine vollstandige Exstirpation der Ovarien und Tubae uterinae mit
Probenentnahme des Peritoneums u. a. im Bereich der beidseitig parakolischen Rinnen und im
Douglasraum sowie eine Peritonelalavage vorgenommen (Verfahrensanweisung des Deutschen
Konsortiums. 2016).

Tabelle 1.5 Klinische Konsequenzen und Therapie bei Mutationen in den Core-Genen entsprechend den
Vorschldgen des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust- und Eierstockkrebs
1. Intensiviertes Fritherkennungsprogramm (IFNP)
A. Mutationen in den Hochrisikogenen BRCA1, BRCA2, TP53, PALB2
Beginn: im Alter von 20 Jahren (TP53), 25 Jahren (BRCA1/2) und 30 Jahren (PALB2) oder 5 Jahre vor dem
frihesten Erkrankungsalter an einem MCa in der Familie.
Jahrliches MRT bis ACR1 bzw. max. 69. LJ
Halbjahrlicher Ultraschall bis 69. LJ
Ab 40.-45. L evtl. alle zwei Jahre Mammographie
B. Mutationen in den Risikogenen ATM, CDH1, CHEK2, NBN, RAD51C, RAD51D
Jahrliches MRT ab dem 30. UJ bis ACR1 bzw. max. 69. LJ
Jahrlicher Ultraschall bis zum 69. LJ
Ab dem 40.-45. LJ evtl. alle zwei Jahre Mammographie
2. Prophylaktische Mastektomie
A. Mutationen in den Risikogenen BRCA1, BRCA2, (PALB2), (TP53)

Evtl. kontralaterale Mastektomie bei junger Ersterkrankung

Evtl. beidseitige Mastektomie bei entsprechender Familienanamnese
B. Mutationen in den Risikogenen ATM, CDH1, CHEK2, NBN, RAD51C, RAD51D
Generell keine Empfehlung
3. Prophylaktische Salpingo-Oophorektomie
A. Mutationen in den Hochrisikogenen BRCA1 und BRCA2

Salpingo-Oophorektomie ab dem/zwischen dem 40. LJ und 45. LJ
B. Mutationen in den Risikogenen RAD51C und RAD51D

Zeitpunkt der Salpingo-Oophorektomie abhdngig vom Erkrankungsalter in der Familie

Modifiziert aus: Meindl et al. (2015) und aus der Verfahrensanweisung des Deutschen Konsortiums
Familiarer Brust- und Eierstockkrebs fiir die Konsortialzentren im Rahmen der integrativen Versorgung;
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Stand 28.07.2016; ACR1 = ACR-Dichteindex 1 (sehr gute mammographische Beurteilbarkeit); L =
Lebensjahr; MCa = Mammakarzinom; OvCa = Ovarialkarzinom.

Wird eine verantwortliche Keimbahnmutation bei der untersuchten Person in einem der 10 Core-
Gene identifiziert, kann nachfolgend eine Aussage Uber das Wiederholungsrisiko bei den Kindern
und weiteren Familienmitgliedern getroffen werden. Den Verwandten kann im Rahmen einer
humangenetischen Beratung eine pradiktive Diagnostik auf die familiar bekannte Mutation
angeboten werden.

1.9 Molekulargenetische Diagnostik des hereditiren Mamma- und
Ovarialkarzinoms

1.9.1 Detektionsmoglichkeiten der verschiedenen Methoden

Bei Verdacht auf ein hereditares Mamma- und Ovarialkarzinom wurden lange Zeit nur eine
Sanger-Sequenzierung (Sanger et al. 1977) und eine MLPA-Analyse (Schouten et al. 2002) der
BRCA1- und BRCA2-Gene durchgefiihrt. Die Sanger-Sequenzierung ermdoglicht die Identifizierung
von Punktmutationen, kleinen Deletionen und Duplikationen in den untersuchten kodierenden
und angrenzenden intronischen Bereichen der einzelnen ausgewahlten Gene. Mit Hilfe der MLPA-
Analyse kdnnen gréBere Deletionen und Duplikationen einzelner Exone des Gens, des gesamten
Gens oder mehrerer Gene identifiziert werden. Innerhalb des Deutschen Konsortiums Familidrer
Brust- und Eierstockkrebs wurde in den Familien mit den erfillten Einschlusskriterien eine
Detektionsrate der Mutationen der ACMG-Klasse 4 und 5 in den Genen BRCA1 und BRCA2 von
22,5 % festgestellt (Engel et al. 2015). Da die Einzelgenanalyse per Sanger-Technologie eine zeit-
und kostenintensive Methode darstellt und bei der Mehrzahl der Patienten mit Verdacht auf ein
hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom keine Mutationen in den BRCAI1- und BRCA2-Genen
identifiziert werden konnten, wurde die Multi-Gen-Panel-Untersuchung mittels Next Generation
Sequencing (NGS) als Routinemethode in die molekulargenetische Diagnostik eingefiihrt.

Die NGS-Untersuchung ist eine Methode der massiven parallelen Sequenzierung (gleichzeitige
Analyse mehrerer Gene), die einen hoheren Probendurchsatz (gleichzeitige Analyse mehrerer
DNA-Proben verschiedener Patienten), kiirzere Bearbeitungszeiten und niedrigere Kosten im
Vergleich zu den bisherigen Verfahren ermdglicht (Auber et al. 2014).

Verschiedene NGS-Studien bei Verdacht auf ein hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom
zeigten eine erhohte Detektionsrate von Mutationen, wenn zusatzlich zu den BRCAI- und BRCA2-
Genen weitere assoziierte Gene analysiert wurden. Kurian et al. (2014) ermittelten eine
zusatzliche Detektionsrate von 11,4 % von pathogenen Mutationen in den nicht BRCA-Genen
(ATM, BLM, CDH1, CDKN2A, MLH1, MUTYH, NBN, PRSS1 und SLX4). Cybulski et al. (2015a) zeigten
eine Detektionsrate von trunkierenden Mutationen und das SpleiBen beeintrachtigender
pathogener Mutationen von 11,8 % in den Genen BRCA1 und BRCA2 und zusatzlich eine
Detektionsrate von 7,0 % in den weiteren analysierten Genen (ATM, BARD1, BRIP1, CHEK2, PALB2
und XRCC2). LaDuca et al. (2014) detektierten 7,4 % von wahrscheinlich pathogenen bzw.
pathogenen Mutationen bei Patienten mit Verdacht auf ein hereditdres Mammakarzinom in den
nicht BRCA-Genen. Tung et al. (2015) identifizierten pathogene Mutationen bei 9,1 % der
Patienten in den Genen BRCA1 und BRCA2 und bei weiteren 4,3 % der Patienten mindestens eine
Mutation in den restlichen 23 untersuchten Genen. Schroeder et al. (2015) identifizierten
Mutationen bei 75 Patienten (12,1 %) in den 10 Core-Genen, davon 9,2 % in den BRCAI- und
BRCA2-Genen und 2,9 % in den restlichen acht Core-Genen. Buys et al. (2017) zeigten bei 3.305
von 35.074 (9,3 %) untersuchten Patientinnen mindestens eine pathogene Mutation in den
analysierten Genen. Etwa die Hélfte aller Mutationen wurde dabei in den Genen BRCAI1 und
BRCA?2 detektiert.
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1.9.2 Moglichkeiten der Next-Generation-Sequencing (NGS) in der
molekulargenetischen Diagnostik

Next-Generation-Sequencing (NGS) ist eine Bezeichnung fir eine molekulargenetische
Hochdurchsatzsequenzierungsmethode. Im Gegensatz zur klassischen Sanger-Sequenzierung, die
die Sequenzanalysen aller DNA-Molekiile zu einer Sequenz zusammenfihrt, kdnnen mit Hilfe der
NGS-Technologie Tausende bis Millionen DNA-Fragmente parallel analysiert werden. Die
Anwendung der NGS-Methode ermoglicht eine schnellere Untersuchung als die bisherige Praxis
der schrittweisen Einzelgenanalysen mittels konventioneller Sanger-Sequenzierung. Diese
Methode ermoglicht auch die Detektion der Sequenzvarianten weit unter der Nachweisgrenze der
klassischen Sanger-Sequenzierung und somit auch eine lIdentifizierung von niedriggradigen
Mosaiken. Es besteht die Moglichkeit, kleine oder groRe Multi-Gen-Panels bis hin zur
genomweiten Analyse der Exome (Whole-Exome-Sequencing, WES) oder des gesamten Genoms
(Whole-Genome-Sequencing, WGS) parallel zu sequenzieren, bioinformatisch zu bearbeiten und
auszuwerten.

Ein weiterer Anwendungsbereich der NGS-Technologie ist die Liquid-Biopsie-Diagnostik (engl.
liquid biopsy). Hierunter versteht man vor allem die molekulare Analyse zellfreier zirkulierender
Tumor-DNA (ct-DNA) im Blut des Patienten (Bettegowda et al. 2014). Die NGS-Methode wird
vorzugsweise fiir den Nachweis der zellfreien zirkulierenden Tumor-DNA verwendet und kann zur
Friherkennung von Tumoren und dem Monitoring einer moglichen Resttumor-Aktivitat dienen
(Heitzer et al. 2015). Diese Methode wird flr die Detektion spezifischer Mutationen im Tumor
verwendet, was eine gezielte Therapie sowie das Monitoring der Entwicklung der
therapieresistenten Mutationen in den Tumoren ermdéglichen kann (Bettegowda et al. 2014).

Ein weiterer Anwendungsbereich der NGS-Technologie ist die nicht-invasive prdnatale Testung
(NIPT), bei der im miitterlichen Plasma gezielt die zellfreien DNA-Fragmente des Fetus auf eine
Chromosomenfehlverteilung der Chromosomen 21, 18, 13 oder der Geschlechtschromosome
oder Mikrodeletionen hin analysiert werden (Gil et al. 2015; Maxwell et al. 2015). Diese
Untersuchung wird schwangeren Frauen in Deutschland diagnostisch angeboten.

Des Weiteren kann mit Hilfe der NGS-Technologie das gesamte Transkriptom, d. h. alle
Transkripte einer Zelle in einem spezifischen Entwicklungszustand, vor allem der mRNA, der nicht-
kodierenden RNAs und kleiner RNAs analysiert werden (Wang et al. 2009).

Mittels der ChIP-Seq-(Chromatin ImmunoPrecipitation DNA-Sequencing)-Methode koénnen
Interaktionen zwischen Proteinen und der DNA analysiert werden. Die Chip-Seq-Methode stellt
eine Kombination aus Chromatin-Immunprazipitation und der NGS-Sequenzierung dar (Pareek et
al. 2011; Furey 2012).

Die Multi-Gen-Panel-Diagnostik ermoglicht die gleichzeitige Untersuchung mehrerer fiir die
jeweilige Erkrankung relevanter Gene. Dieses Verfahren eignet sich besonders flir genetisch
heterogene Erkrankungen, wie z. B. hereditire Tumorsyndrome, syndromale kindliche
Erkrankungen, neurodegenerative Erkrankungen, Epilepsien, u. a., d. h. bei Patienten bei denen
Mutationen in verschiedenen Genen fiir eine definierte Erkrankung ursachlich sein kénnen.

Je mehr Gene parallel mittels NGS pro Patient sequenziert werden, desto mehr Sequenzvarianten
werden identifiziert. Fir die Auswertung dieser Sequenzvarianten werden verschiedene
Gendatenbanken (u. a. Datenbank des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust- und
Eierstockkrebs (BRCA2006), die BIC-(Breast Cancer Information Core)-Datenbank, die HGMD-
(Human Gene Mutation Database)-Professional)-Datenbank, Publikationen, computergesteuerte
Vorhersageprogramme (u. a. MutationTaster, PolyPhen-2, SIFT, Human Splicing Finder Version
3.0), funktionelle Analysen der Sequenzvarianten sowie Segregationsanalysen der Varianten
unklarer Signifikanz bei betroffenen und nichtbetroffenen Familienmitgliedern in den Familien
bendtigt. Somit kann beurteilt werden, ob es sich um eine pathogene Mutation, eine
wahrscheinlich pathogene Mutation, eine Variante unklarer Signifikanz (VUS) oder einen
Polymorphismus handelt. Abgesehen von der molekulargenetischen Beurteilung der Pathogenitat
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einer Sequenzvariante gestaltet sich die klinische, fallbezogene Interpretation oft noch
schwieriger. Die Erlauterung zahlreicher Sequenzvarianten unklarer Signifikanz erschwert die
humangenetische Beratung.

1.9.3 Bedeutung der Multi-Gen-Panel-(NGS)-Analyse in der Diagnostik des
hereditiren Mamma- und Ovarialkarzinoms

Bei dem hereditaren Mamma- und Ovarialkarzinom-Syndrom handelt es sich um eine genetisch
heterogene Erkrankungsgruppe mit Mutationen in verschiedenen Genen. Anhand der klinischen
Parameter (z. B. Erkrankungsalter, Tumorspektrum in der Familie, etc.), der histologischen
Beurteilung des Tumors sowie des Rezeptorstatus des Mammakarzinoms kann das hereditare
Mamma- und Ovarialkarzinom sehr begrenzt einem Einzelgen bzw. einem der 10 Core-Gene
zugeordnet werden. Auf der anderen Seite handelt es sich um eine relativ hdufige monogene
Erkrankung mit einem hohen Durchsatz im humangenetischen Alltag.

Aufgrund dieser Eigenschaften ist die Multi-Gen-Panel-Untersuchung als eine diagnostische
Methode optimal fiir die |dentifizierung von Sequenzvarianten bei Verdacht auf ein hereditares
Mamma- und Ovarialkarzinom geeignet.

Bisherige Untersuchungen durch Multi-Gen-Panel-Analysen bei Verdacht auf ein hereditdres
Mamma- und Ovarialkarzinom fiihrten zur zusatzlichen Aufklarung der molekulargenetischen
Ursache der Tumorerkrankung durch Mutationen der ACMG-Klasse 4 und 5 in den weiteren
(auBer BRCA1- und BRCA2-Genen) analysierten Genen (die Auswahl der analysierten Gene variiert
von Studie zu Studie) in 0,7 % - 38 % der Falle (Chong et al. 2014; Castéra et al. 2014; LaDuca et al.
2014; Kurian et al. 2014; Cybulski et al. 2015a; Maxwell et al. 2015; Lincoln et al. 2015; Tung et al.
2015; Desmond et al. 2015; Schroeder et al. 2015; Susswein et al. 2016; Thompson et al. 2016;
Mannan et al. 2016; Kwong et al. 2016; Buys et al. 2017; Crawford et al. 2017; Eliade et al. 2017).
Mit einer nachgewiesenen pathogenen Keimbahnmutation in einem der 10 Core-Gene kénnen
dem Patienten entsprechende intensivierte FriiherkennungsmaRRnahmen und Nachsorge-
untersuchungen sowie entsprechende prophylaktische Operationen angeboten werden. Ebenfalls
kann das Risiko eines kontralateralen Mammakarzinoms und eines Ovarialkarzinoms bzw. evtl.
weiterer Tumorerkrankungen besser eingegrenzt werden. Weiterhin eroffnet sich die Moglichkeit
einer gezielten pradiktiven Untersuchung weiterer Familienmitglieder im Rahmen einer
humangenetischen Beratung. Die pradiktive Untersuchung ist nur flir wahrscheinlich pathogene
Mutationen der ACMG-Klasse 4 sowie pathogene Mutationen der ACMG-Klasse 5 moglich.
Zusatzlich zu dem Tumorrisiko kdnnen Mutationen in den Genen ATM, BRCA2, NBN, PALB2 und
RAD51C bei einem bestehenden Kinderwunsch fiir die Kinderplanung des Paares von grolRer
klinischer Relevanz sein. Homozygote bzw. compound heterozygote Mutationen in diesen Genen
konnen schwerwiegende autosomal-rezessiv vererbte Erkrankungen auslosen, wie z. B. die
Fanconi-Andamie, die Ataxia telangiectasia und das Nijmegen-Breakage-Syndrom.
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1.10 Ziele der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation erfolgte eine nahere Analyse der Bedeutung der Multi-
Gen-Panel-Diagnostik mit Hilfe der Next-Generation- Sequencing-(NGS)-Technologie bei Verdacht
auf ein hereditdires Mamma- und Ovarialkarzinom. Die hierzu gewahlten Ansatze lassen sich in
folgende Unterpunkte gliedern:

- Etablierung und Validierung der Multi-Gen-Panel-Diagnostik fiir die hereditdre Form des
Mamma- und Ovarialkarzinoms im Institut fliir Humangenetik der Universitatsmedizin Gottingen.

- Molekulargenetische Analyse der 10 Core-Gene von 200 Patienten mit erfillten Kriterien fir die
hereditdre Form des Mamma- und Ovarialkarzinoms mittels Multi-Gen-Panel-(NGS)-Untersuchung
und der Auswertung der Datensatze mit Hilfe der Software Sequence Pilot, Modul SeqNext.

- Bestatigung jeder identifizierten Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 und 5 in einem der Core-
Gene mit Hilfe der Sanger-Sequenzierung und Auswertung der Sequenzen mittels der Software
Sequence Pilot, Modul SeqPatient.

- MLPA-Analyse der Gene BRCA1, BRCA2, CHEK2, PALB2, RAD51C, RAD51D und Auswertung der
Daten mittels der Software Sequence Pilot, Modul MLPA.

- Bewertung einzelner identifizierter Sequenzvarianten mit Hilfe der verfligbaren Datenbanken,
Literatur und Vorhersageprogramme und deren Klassifizierung.

- Erhebung der Detektionsrate der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 und 5 in den 10 Core-
Genen.

- Analyse des Zusammenhangs der klinischen Eigenschaften, wie z. B. des Erkrankungsalters, des
erfillten  Kriteriums  fir eine  molekulargenetische  Untersuchung, histologischer
Tumoreigenschaften und des Rezeptorstatus der Mammakarzinome mit den detektierten
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5.

- Es wurden flinf analysierte Falle ausgewahlt und einer intensivierten molekulargenetischen
Diagnostik unterzogen. Bei diesen Fallen war entweder die detektierte Sequenzvariante in der
Literatur und in den Datenbanken nicht beschrieben oder die Pathogenitdt der identifizierten
Sequenzvariante musste mittels funktioneller Analysen weiter klassifiziert werden oder die
Segregationsanalyse der identifizierten Sequenzvariante bzw. der Mutation in der Familie
erbrachte unerwartete Ergebnisse. Neben der NGS-Analyse wurden weitere Methoden zur
Abklarung der Sequenzvarianten verwendet. Um die identifizierte Sequenzavariante im RAD51D-
Gen bei der Indexpatientin 39784 weiter abklaren zu kénnen, wurden eine Amplifikation der
RAD51D-cDNA mit gelelektrophoretischer Auftrennung und eine Real-Time PCR-Analyse der
RADS51D-Transkripte durchgefiihrt. Die bei der Indexpatientin 39037 identifizierte wahrscheinlich
pathogene Mutation im ATM-Gen, wurde einer Segregationsanalyse in der Familie unterzogen.
Bei dem Indexpatieten 39202 wurden fir die weitere Abklarung der genomischen Deletion im
MSH6-Gen eine Analyse zur MLHI1-Promothormethylirung, eine Real-Time PCR-Analyse des
MSH6-Gen an genomischer DNA und an der cDNA durchgefihrt.

- Vergleich der ermittelten Detektionsraten der mittels NGS-Untersuchung identifizierten
Sequenzvarianten bei 200 Patienten mit den retrospektiven Daten der 124 mit der Sanger-
Sequenzierung untersuchten Patienten aus dem Jahr 2014.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

3130 POP-7TM Polymer

Applied Biosystems, Darmstadt

Agarose

Bio-Budget Technologies, Krefeld

AMPure Beads XP (Cat.Nr. A63881)

Beckman Coulter, Krefeld

Ampuwa

Fresenius AG, Bad Homburg

Anode Puffer Container 3500 Dx Series

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Box1 (Cat.Nr.5190-5972)

Agilent Technologies, Béblingen

DNeasy® Blood &Tissue Kit

Qiagen, Hilden

dNTP’s Invitrogen, Karlsruhe
Essigsdure Carl Roth & Co., Karlsruhe
Ethanol Carl Roth & Co., Karlsruhe

Gene Scan™ - 500 LIZO Size Standard

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Hi-Di™ Formamide

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Human DNA male, Art#360486

Applied Biosystems, Darmstadt

IllustraTM SephadexTM G-50, Fine DNA Grade

GE Healthcare, Miinchen

MgCl,

Bioline, Luckenwalde

NaOH Stocklésung

Merck, Darmstadt

Oligonukleotidprimer

Operon Biotechnologies GmbH, KdIn

PAXgene Blood RNA Tubes

PreAnalytix/Qiagen, Hilden

PAXgene® Blood RNA Kit

PreAnalytix/Qiagen, Hilden

Random Hexamere

Roche, Grenzach-Wyhlen

Oligo-dT

Invitrogen, Karlsruhe

Superscript Il Reverse Transcriptase Kit

Invitrogen, Karlsruhe

SYBR Green |

Qiagen, Hilden

TE-Puffer

AppliChem, Darmstadt

Tris HCI Puffer

Carl Roth & Co., Karlsruhe

2.1.2 Losungen

Losungen / Puffer

Hersteller bzw. Zusammensetzung

BigDye Terminator v3.1 5x Sequencing-Puffer

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

10x 3130TM Puffer

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Humane Cot-1 DNA

Invitrogen, Karlsruhe
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Lésungen / Puffer

Hersteller bzw. Zusammensetzung

dNTP-Mix

10 mM dCTP

Stopp-Mix

15 % Ficoll 400

TE - Puffer (Tris-EDTA-Puffer) pH 8,0

EDTA-Na; 2H,0 0,1 M und Tris 1M

2.1.3 Enzyme

Enzym

Hersteller

Immolase

Bioline, Luckenwalde

Platinum-Tag-DNA Polymerase

Invitrogen, Karlsruhe

Proteinase K

Roth, Karlsruhe

TaKaRa-Tag-DNA Polymerase

Invitrogen, Karlsruhe

2.1.4 Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym Erkennungssequenz Schnittposition
5'...CGCG...3’ 5..C GCG..3’
Hinél
3'...GCGC...5’ 3..GCG C..5
5..TCTAGA...3’ 5..T CTAGA..3’
Xbal
3'...AGATCT...5’ 3..AGATC T..5%
5..TTTAAA..3’ 5..TTT  AAA..3’
Dral
3"..AAATTT...5’ 3..AAA TTT..5
2.1.5 Gebrauchswaren
Gebrauchsware Hersteller

Jer Reaktiongefa-Streifen

Sarstedt, Nimbrecht

96-Well PCR Plate (mit und ohne Rand)

ABgene, Hamburg

96-Well Filtration System

Millipore, Schwalbach

Abdeckfolien flir 96-Well-Platten

4titude, Berlin

Falcon Rohrchen 50 ml

Sarstedt, Nimbrecht

Gel Loder Tips extra lang (Page Gel)

Sarstedt, Nimbrecht

MicroAmpTM Optica 96-Well Reaction Plate

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

MSB HTS PCRapace

Stratec biomedical, Berlin

MSB Spin PCRapace

Stratec biomedical, Berlin

MultiScreen Aufreinigungsplatten

Millipore, Schwalbach

Multyply u Strip Pro 4er Kette

Sarstedt, Nimbrecht

Multyply-Pro GefaR 0,2 ml Cup

Sarstedt, Nimbrecht

Nucleo Spin
740230.250)

gDNA Clean up (Cat.-No.

REF

Macherey-Nagel, Diiren
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Gebrauchsware

Hersteller

Nucleo-Spin Clean up-Kit

Macherey-Nagel, Diiren

Pipettenspitzen (mit und ohne Filter)

Sarstedt, Nimbrecht

ReaktionsgefaRe (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Eppendorf, Hamburg

Roéhrchen 13ml

Sarstedt, NUimbrecht

2.1.6 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Reaktionssystem

Hersteller

Genomic DNA Labeling Kit PLUS

Agilent, USA

Montage PCR Sadulen

Millipore, Schwalbach

MultiScreen-HV Platten

Millipore, Schwalbach

2.1.7 DNA-L3angenstandard

Um die GroRe von DNA-Fragmenten im Zuge einer Gelelektrophorese zu bestimmen, wurde
folgender DNA-Léangenstandard parallel mitgefihrt:

Langenstandard

Hersteller

1 kb plus DNA Leiter

Invitrogen, Karsruhe

2.1.8 Materialien fir das Multi-Gen-Panel, HaloPlex und TruRisk™

Bezeichnung

Firma

0,2 ml PCR Reaktionsgefille

Sarstedt, NUmbrecht

1,5 ml Reaktionsgefalle

Ochs, Bovenden

10 M NaOH Stocksolution (50mM NaOH)

Merck, Darmstadt

10 mM Tris HCL-Puffer (pH 8,0)

Agilent Technologies, Boblingen

13 ml Réhrchen

Sarstedt, Nimbrecht

2 M Essigsdure

Carl Roth & Co., Karlsruhe

2100 Bioanalyzer (Fa. Agilent Technologies)

Agilent Technologies, Boblingen

50 ml Falcon Réhrchen

Sarstedt, Nimbrecht

70 % Ethanol

Carl Roth & Co., Karlsruhe

96-Well-Platten

4titude, Berlin

AMPure Beads XP (Cat.Nr. A63881)

Beckman Coulter, Krefeld

Box1 (Cat.Nr. 5190-5972)

Agilent Technologies, Boblingen

Filterspitzen

Sarstedt, Nimbrecht

Gelloader Tips extra lang

Sarstedt, Nimbrecht
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Bezeichnung Firma

HaloPlex Enrichment System Kits, Magnetic Beads Box
2 (Cat. Nr. 5190-5976)

HaloPlex Target Enrichment System Reagent Kits
HaloPlex 1-500Kb ILMFST

Herculase Il Fusion Enzym with dNTP Combo 200 Rxn
Kit (Cat. Nr. 600677)

Agilent Technologies, Boblingen

Agilent Technologies, Béblingen

Agilent Technologies, Béblingen

Magnetstinder DynaMag™-2 Invitrogen, Karlsruhe
Magnetstander fiir 1,5ml Reaktionsgefalie Promega, Mannheim
Nanodrop ND 8000 Peglab, Helmholtz Zentrum Miinchen

Nucleo Spin gDNA Clean up (Cat.-No. REF 740230.250) | Macherey-Nagel, Diren

PCR-Cycler p/n 951010006 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
PCR Foil Seal 4titude, Berlin
PCR-PlattenschweifRgerat 4titude, Berlin
Plattenzentrifuge und Tischzentrifuge Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Protean Il Gelkammer Biorad, Miinchen

Qubit 2.0 Fluorometer Invitrogen, Karlsruhe

Sure SelectOXT Reagent Kit for 96 Sample
(Artikelnummer 1046009)
Sure SelectXT Curstom 1Kb- 499 Kb Library
(Artikelnummer 1046102)

Sowie puderfreie Handschuhe, Stoppuhr und Vortex-Mixer.

Agilent Technologies, Boblingen

Agilent Technologies, Boblingen

2.1.9 Synthetische Oligonukleotide

Das Design der Primer erfolgte mit Hilfe des Programms PRIMER3 (Whitehead Institute for
Biomedical Research, http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Die Spezifitdit und Dimer- bzw.
Sekundarstrukturbildung der Primerpaare wurde mittels NCBI-BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) Uberprift. Die verwendeten Oligonukleotide wurden von
der Firma Operon Biotechnologies GmbH (K&ln) bezogen, mit destilliertem Wasser auf eine
Konzentration von 100 uM (100 pmol/ul) eingestellt und als Stocklosung bei - 20 °C gelagert.

Fiir den Gebrauch der Sequenzierungsprimer wurden diese mit einer Linkersequenz versehen.
Forward Primer erhielten die Linkersequenz 5°-ggtcagctctcccagegat-3” und reverse Primer die
Linkersequenz 5’-cagctctcccacaggcga-3'.

2.1.9.1 Sequenzprimer fiir die Nachsequenzierung der Sequenzvarianten der ACMG-
Klasse 3, 4 oder 5 in den Core-Genen

Gen/Transkript Exon/Bezeichnung Sequenz

ATM Ex5-Fw 5’-cattccaagtgtcttatttt-3°

Ex5-Rw 5’-tgttaaactgtcaggtcact-3’
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Gen/Transkript Exon/Bezeichnung Sequenz
ATM Ex9-FWN 5’-caacaacagcgaaactctgg-3’
Ex9-RwWN 5’-tgtcatggcaatcacatatcc-3’
ATM Ex13-Fw 5’-aggtctcaaagtccgaagaaga-3’
Ex13-Rw 5’-tttcctgeccctatttctect-3°
ATM Ex14-F2 5’-aactcttgtccggtgttcac-3°
Ex14-R2 5’-acaaacctgcatgctctaca-3’
ATM Ex15-F 5’-actgtatgactacgtggaacttct-3°
Ex15-R 5’-gtgacaatcccactgcactc-3°
ATM Ex24-FWN2 5’-agttcagttgggattttata-3”
Ex24-RwN2 5’-acctaaggaagcttctaata-3’
ATM Ex26-F 5’-tcttctaacagactgctttcca-3°
Ex26-R 5’-attcatgggttggctatgct-3°
ATM Ex29A-Fw 5’-tgagaacagaatcttgtgacactt-3°
Ex29A-Rw 5’-tcgaagaacaaaggcccaag-3’
ATM Ex35-Fw 5’-cagtggaggttaacattcatcaag-3’
Ex35-Rw 5’-acagtcatgacccacagcaa-3’
ATM Ex37-Fw 5’-gcagtatgttgagtttatggcaga-3’
Ex37-Rw 5’-gtgggattccatcttaaatccat-3’
ATM Ex40-Fw 5’-tgtttgccaccttcattagttt-3°
Ex40-Rw 5’-ctcaagaagtggcagagtcagt-3’
ATM Ex41-F 5’-caaactcgtgttgtttgaactgt-3°
Ex41-R 5’-ccacattgcttcgtgttcat-3°
ATM Ex43-Fw 5’-ctcctgggctcaagtgatce-3°
Ex43-Rw 5’-tgtttagaatgaggagagaggcaa-3’
ATM Ex51-Fw 5’-tgtgctaatagaggagcactgtct-3
Ex51-Rw 5’-gcagaggcctatgaggaattag-3°
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Gen/Transkript Exon/Bezeichnung Sequenz
ATM Ex52-FwN 5’-tttctctctctaattcctca-3°
Ex52-RwN 5’-ggaaagactgaatatcacac-3’
BRCA1 ex2F.1 5’-cgttgtcattagttctttggtttg-3°
ex2R.1 5’-ctgttcatttgcataggagataatc-3°
BRCA1 ex3F.1 5’-cagttcctgacacagcagaca-3’
ex3R.1 5’-ttcctgggttatgaaggacaaa-3’
BRCA1 ex11F.5 5’-ggttcttcagagaaaatagact-3’
ex11R.5 5’-tgccaaatctgctttcttgata-3°
BRCA1 ex11F.6 5’-agcgtaaaaggagacctaca-3’
ex11R.6 5’-aattcgagttccatattgctt-3°
BRCA1 ex11F.7 5’-ctttcaaaacgaaagctgaa-3’
ex11R.7 5’-ccagttgcaggttctttacc-3°
BRCA1 ex11F.14 5’-tgaaataggttccagtgatga-3’
ex11R.14 5’-acaggtcatcaggtgtctca-3’
BRCA1 ex11F.15 5’-gtcagataacttagaacagcct-3°
ex11R.15 5’-ttggaagcagggaagctctt-3’
BRCA1 ex11F.16 5’-atacacatttggctcagggtta-3°
ex11R.16 5’-agcagaacattttgtttcctca-3°
BRCA1 ex17F.1 5’-tgagctgtgtgctagaggtaac-3°
ex17R.1 5’-tcccaaagtgctgcgattaca-3’
BRCA1 ex19F.1 5’-ggcagttctagaagaatgaaaactc-3’
ex19R.1 5’-gcaagagaccgaaactccat-3°
BRCA1 ex20F.1 5’-tgtctgctccacttccattg-3°
ex20R.1 5’-tgcaaaggggagtggaatac-3’
BRCA1 ex24F.1 5’-ttgattagagcctagtccag-3°
ex24R.1 5’-ctgaagagtgagaggagctcc-3°
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Gen/Transkript Exon/Bezeichnung Sequenz
BRCA2 ex2F.1 5’-aatgcatccctgtgtaagtge-3°
ex2R.1 5’-cgtactgggtttttagcaagc-3’
BRCA2 ex3F.1 5’-tggttaaaactaaggtgggatttt-3°
ex3R.1 5’-gagactgatttgcccagcat-3°
BRCA2 ex10F.1 5’-tgtttctatgagaaaggttgtgaga-3’
ex10R.1 5’-tggatcagtatcatttggttcc-3°
BRCA2 ex10F.5 5’-aaaaagaaactgaagcctctgaaa-3’
ex10R.5 5’-gcttcaaactgggctgaaca-3’
BRCA2 ex10F.6 5’-tccactttgaaaaagaaaacaaa-3’
ex10R.6 5’-tcatgtatacagatgatgcctaaga-3’
BRCA2 ex1l F.1 5’-tttagtgaatgtgattgatggtactt-3’
ex1l R.1 5’-gcaggcatgacagagaatca-3’
BRCA2 ex11F.9 5’-tgaagtgcctgaaaaccaga-3’
ex11R.9 5’-ttcacagctttttgcagage-3’
BRCA2 Ex 11F.18 5’-gcatgtctaacagctattcctacc-3°
Ex 11R.18 5’-tggctgcatttttatttttge-3°
BRCA2 ex13F.1 5’-tttttgtgtatttacagtaacatggat-3
ex13R.1 5’-tcatttataaaaacgagacttttctca-3°
BRCA2 ex16F.1 5’-tttggtaaattcagttttggtttg-3”
ex16R.1 5’-gaagaaagagggatgagggaat-3’
BRCA2 ex17F.1 5’-ttgaattcagtatcatcctatgtgg-3’
ex17R.1 5’-cacagaaaccttaaccatactgc-3°
BRCA2 ex19F.1 5’-ggcagttctagaagaatgaaaactc-3’
ex19R.1 5’-gcaagagaccgaaactccat-3°
BRCA2 ex27F.2 5'-tcagcccagatgacttcaaa-'3
ex27R.2 5’-cgtcagctattgaattactttcca-3’
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Gen/Transkript Exon/Bezeichnung Sequenz
CDH1 ex2-F.1 5’-ctgttggtttcggtgagcagga-3’
ex2-R.1 5’-tgtcgtttgagccaaggaggga-3’
CDH1 ex11-F.2 5’-cgaccggcctattgttggttttcaa-3’
ex11-R.2 5’-caaaagaagggaggggcaagga-3’
CHEK2 Ex2A-Fw 5’-agagcatgtttgccctgttt-3°
Ex2A-Rw 5’-aaggagctcagtgtcccaga-3°
CHEK2 Ex4-F1 5’-aggagagctggtaatttggtca-3’
Ex4-R1 5’-acgcccagcaacttactcat-3°
CHEK?2 Ex10-F1 5’-cccagctgtgagatgtgtgt-3’
Ex10-R1 5’-ggtaacagtgaaagggtcaga-3”
CHEK?2 Ex11-F1 5’-agcctacgtgtcttcttgga-3°
Ex11-R1 5’-ccagtctgtgcagcaatgaa-3’
CHEK?2 Ex13-F1 5’-ctttctgaatggtggcctgt-3°
Ex13-R1 5’-tcatgtctctcaggcagcag-3°
NBN Ex1-Fw 5’-cactcccgectcatccaagg-3°
Ex1-Rw 5’-cgtgctgcecgggaagaata-3”
NBN Ex5-Fw 5’-ggatgtaaacagcctctttgt-3’
Ex5-Rw 5’-catcctgaaacaagcattaaaga-3’
NBN Ex6-F1 5’-gccttttgagtgtcagatagtca-3’
Ex6-R1 5’-aaccccgtaatcacagecat-3°
NBN Ex11B-FwN 5’-cacaaactcagacaataactt-3’
Ex11B-RwN 5’-agcattctaagcttctatgt-3°
NBN E14-Fw 5’-ggcacttatgcatgatttacca-3’
E14-Rw 5’-gccaccataatggaccaaag-3°
PALB2 Ex3-Fw 5’-ctctagcgtgcccaaagag-3°
Ex3-Rw 5’-aaagcaggcataagtgaatgg-3’
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Gen/Transkript Exon/Bezeichnung Sequenz
PALB2 Ex4F-Fw 5’-aagtgaaattaggatgtctg-3
Ex4F-Rw 5’-caggcaaatagtaattgtta-3’
PALB2 Ex7-Fw 5’-agaactgttgccattgtgtca-3°
Ex7-Rw 5’-gccttgcatggtcatagcete-3°
PALB2 Ex8-Fw 5’-tctgagccttcaaatgatgaaa-3’
Ex8-Rw 5’-ccagctgacagagacaaagatg-3’
PALB2 Ex12-FwN 5’-tggatacttcagagcctatc-3’
Ex12-RwN 5’-ttccattcttctaagtgacac-3°
RAD51C Ex4F 5’- tgccaatacatccaaacagg-3°
Ex4R 5’-tcatgcttatcaaacacctcaaa-3’
RAD51C ex5F.1 5’-tcttggagagagagagcattttt-3”
ex5R.1 5’-caggcaaacgctattttgac-3°
RAD51D Ex5-Fw 5’-gagagaagatgggtaataag-3
Ex5-Rw 5’-tacaatgttaagggataatg-3’
RAD51D E8-Fw 5’-cagtggaatgtgacctcgc-3°
E8-Rw 5’-aagggaaataaagagctcgcaa-3’
RAD51D Ex10-Fw 5’-taactccactgactccttac-3’
Ex10-Rw 5’-tgtggtttatatgcttacag-3°
TP53 Ex4-Fw 5’-cctggtcctctgactgetct-3°
Ex4-Rw 5’-caggcattgaagtctcatgg-3’

Ex/ex = Exon; F/Fw =Forward Primer; R/Rw =Reverse Primer.

2.1.9.2 Primer fiir die Real-Time PCR-Analyse des MSH6-Gens

Gen/Transkript Bezeichnung Sequenz

MSH6 202-2pMSH6-U-F (1) 5’-ttaggatcagggagatggctgctct-3°
202-2pMSH6-U-R (1) 5’-tgacactcaagctctcgctgttctg-3°

MSH6 202-2pMSH6-T-F (2) 5’-cccaggctagccatatgtggtatga-3°
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Gen/Transkript Bezeichnung Sequenz
202-2pMSH6-T-R (2) 5’-tcttctcaccagaggcaggagacac-3’
MSH6 202-2pMSH6-S-F (3) 5’-gaggggctgcaaacacgagaatagt-3°
202-2pMSH6-S-R (3) 5’-ctgccagacctttgctctecttttc-3°
MSH6 202-2pMSH6-R-F (4) 5’-taagctgtagccctcccatectttg-3°
202-2pMSH6-R-R (4) 5’-gcctctgettatttcttcccaccac-3°
MSH6 202-2pMSH6-P-F (5) 5’-cagggcccatctctttggttctcta-3°
202-2pMSH6-P-R (5) 5’-tcactctcaaaggggccttgtcttc-3°
MSH6 202-2pMSH6-K-F (6) 5’-gctctctaggtgacttccgtgteca-3°
202-2pMSH6-K-R (6) 5’-gctctctaggtgacttcegtgteca-3°
MSH6 202-2pMSH6-L-F (7) 5’-agatggtttaggctcgcactcacac-3’
202-2pMSH6-L-R (7) 5’-ccagcctggttgtggactttagaga-3°
MSH6 202-2pMSH6-M-F (8) 5’-gacaggacaagttcagagccacctg-3’
202-2pMSH6-M-R (8) 5’-gcgagaggtttgaggaagagcagat-3’
MSH6 202-2pMSH6-A-FN (9) 5’-agggagaggaggtatcaagtct-3°
202-2pMSH6-A-RN (9) 5’-atctcccctectctaatctgte-3°
MSH6 202-2pMSH6-B-F (10) 5’-ttccacctaggatggctttggagag-3°
202-2pMSH6-B-R (10) 5’-gacatgagccacctcgactaactgg-3’
MSH6 202-2pMSH6-C-F (11) 5’-ggttgggcactgcagactaaagaca-3°
202-2pMSH6-C-R (11) 5’-gtgtgcgtectcacaccctgataat-3°
MSH6 202-2pMSH6-D-F (12) 5’-caacatagggctccagaaccagctt-3°
202-2pMSH6-D-R (12) 5’-gctgaggcacagttgggtcaagtaa-3’
MSH6 202-2pMSH6-F-F (13) 5’-acagctgcaggctttcaccatacac-3’
202-2pMSH6-F-R (13) 5’-cgtgacctcctgecgttagage-3°
MSH6 202-2pMSH6-N-F (14) 5’-accctcgacctattcggctcaagt-3°
202-2pMSH6-N-R (14) 5’-gaatgccaaaataggccaggtgtg-3’
MSH6 202-2pMSH6-H-F (15) 5’-cttaatcgggcgctggacaaagat-3°
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Gen/Transkript Bezeichnung Sequenz
202-2pMSH6-H-R (15) 5’-cagcctggacttgagcgaaactctc-3°
MSH6 202-2pMSH6-N-F (16) 5’-accctcgacctattcggctcaagt-3°
202-2pMSH6-N-R (16) 5’-gaatgccaaaataggccaggtgtg-3°
MSH6 202-2pMSH6-0O-F (17) 5’-cccatcttgaagggtccaagagaa-3’

202-2pMSH6-0-R (17)

5’-gcacctagcccaagtgaggctaaac-3°

Ex = Exon; F = Forward Primer; R = Reverse Primer.

2.1.9.3 Primer fiir die Real-Time PCR-Analyse des Houskeeping-Gens LDAH

Gen Bezeichnung Sequenz
LDAH Ql-Fw 5’-ggagatccatcatctctcec-3°
Q2-Rev 5’-ggcctgtgecatcagtatct-3°

Fw = Forward Primer; Rev = Reverse Primer.

2.1.9.4 Primer fiir die Expressionsanaly

yse des MSH6-Gens in Lymphozyten

Gen Bezeichnung Sequenz

MSH6 P1F 5’-tggcagtttgtgatgagccctc-3°
P1R 5’-gcgacacataggaccatcaccc-3°

MSH6 P2F 5’-gcgaagaacctcaacggag-3’
P2R 5’-caggggtaaccctccatctt-3°

MSH6 P3F 5’-cgctgagtgatgccaacaagge-3°
P3R 5’-tggcccaaaccaaatctectgg-3’

MSH6 PAF 5’-ttacgtccctgctgaagtgtge-3°
PAR 5’-gccgtcccatcaaatgttgeag-3°

F = Forward Primer; R = Reverse Primer.

2.1.9.5 Primer fiir die Methylierungsanalyse des distalen und proximalen MLH1-
Promotorbereichs

Gen/Transkript Bezeichnung Sequenz

MLH1 PROXF 5’-cggcatctctgctectattg-3°
PROXR 5’-tgcccgctacctagaaggat-3°

MLH1 DISTF 5’-aagtcgccctgacgcagac-3°
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Gen/Transkript Bezeichnung Sequenz

DISTR 5’-actacgaggctgagcacgaa-3’

F = Forward Primer; R = Reverse Primer.

2.1.9.6 Primer fiir die Amplifikation und Sequenzanalyse der RAD51D-cDNA

Gen/Transkript Exon/Bezeichnung Sequenz
RAD51D Ex4_7Fc 5’-gactgaaattgtaggaggcccaggta-3’
Ex4_7Rc 5’-cacagttcctgaagaaccagtcacct-3°

F = Forward Primer; R = Reverse Primer.

2.1.9.7 Primer fiir die Expressionsanalyse des RAD51D-Gens in Lymphozyten

Gen/Transkript Exon/Bezeichnung Sequenz
RAD51D E4_6F_cDNA 5’-gcccaggtageggcaaaact-3°
E4_6R_cDNAa 5’-cacagtgcctcggagctect-3°

2.1.9.8 Primer fiir die Long-Range-PCR des CHEK2-Gens an genomischer DNA aus
Lymphozyten

Gen/Transkript Bezeichnung Sequenz
CHEK?2 LRPC_F1 5’-ggttgtgtgtatcacggcttacgg-3°
LRPC_R1 5’-atctaatcacctcctaccagtctg-3°

2.1.9.9 Primer fir die Nested-PCR des CHEK2-Gens an genomischer DNA aus
Lymphozyten

Gen/Transkript | Exon/Bezeichnung Sequenz

CHEK?2 Ex11F 5’-agcctacgtgtcttcttgga-3°
Ex11R 5’-ccagtctgtgcagcaatgaa-3’

CHEK?2 Ex12F 5’-aatgccactgagaatgccac-3°
Ex12R 5’-aactcccaccacagcacata-3’

CHEK?2 Ex13F 5’-ctttctgaatggtggcctgt-3°
Ex13R 5’-tcatgtctctcaggcagcag-3’

CHEK?2 Ex14F 5’-cacataatggcttcgctgtg-3°
Ex14R 5’-gtgctggagcgaatcaagtt-3°

CHEK?2 Ex15F 5’-agaatttcacatcaaatgcccc-3°
Ex15R 5’-acatttctttcgtgttcaaacca-3’

F = Forward Primer; R = Reverse Primer.
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2.1.10 Datenbanken und Analyse-Software

Programm/Datenbank

Anwendung

BIC-(Breast Cancer Information Core)-Datenbank

https://research.nhgri.nih.gov/bic

ClinVar von NCBI

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar

Chromas Lite 2.1.1

Sequenzanalyse, Technelysium Pty Ltd, Australien

Datenbank des Deutschen Konsortiums Familidrer
Brust- und Eierstockkrebs (BRCA2006)

Nur fur Mitglieder des Deutschen Konsortiums
Familidrer Brust- und Eierstockkrebs verfiighar

ExAC - Exome Aggregation Consortium

http://www.exac.broadinstitute.org

HGMD Mutation Database)-

Professional

(Human Gene

https://portal.biobase-international.com/hgmd

Human Splicing Finder Version 3.0

http://www.umd.be/HSF3/

LOVD v.3.0 (Leiden Open Variation Database)

http://www.lovd.nl/3.0/home

MutationTaster

http://www.mutationtaster.org/

NCBI-BLAST

Uberpriifung der Spezifitit der Primer
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

PolyPhen-2

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

Primer3, http://frodo.wi.mit.edu/

Primer Design fir PCR

SDS Version 2.3

qPCR Auswertung, Sequence-Detection-System, PE
Applied Biosystem

Sequence Pilot, Modul MLPA

MLPA-Analyse, JSI Medical Systems GmbH

Sequence Pilot, Modul SeqNext

DNA-Multi-Gen-Panel-Sequenzanalyse,
JSI Medical Systems GmbH

Sequence Pilot, Modul SegPilot

DNA-Sanger-Sequenzanalyse, JSI Medical Systems
GmbH

SIFT

http://sift.jcvi.org/

2.1.11 Gerate

Bezeichnung

Firma

2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Boblingen

ABI PRISM™ 3130 Genetic Analyzer

Applied Biosystems, Darmstadt

ABI PRISM™ 3500x| Genetic Analyzer

Applied Biosystems, Darmstadt

Etikettendrucker LabXpert

Brady, Egelsbach

Kamera Canon EOS 600D

Canon

Kihlzentrifuge (mit Rotor und Einsatzen fir 50 ml
Reaktionsgefafle), Sigma 4K15

Sigma, Osterode am Harz

Magnetstdander DynaMag

Invitrogen, Karlsruhe

Magnetstdander fiir PCR-Reaktionsgefile

Promega, Mannheim

MultiScreen TM_HTS Vacuum Manifold

Millipore, Schwalbach

Nanodrop ND 8000 Spectrometer

Peqlab, Darmstadt
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Bezeichnung Firma

PCR Cycler (C1000 Thermal Cycler) Biorad, Miinchen
PCR-Plattenschweiflgerat 4titude, Berlin

Protean Il Gelkammer Biorad, Miinchen

Qubit 2.0 Fluorometer Invitrogen, Karlsruhe
UV-Transilluminator Biostep, Burkhardtsdorf
Vakuumpumpe Millipore, Schwalbach
Vortex Mixer 4basic IKA, Staufen

Zentrifuge Biozym, Hessisch Oldendorf

2.1.12 Herkunft des Patientenmaterials

Im Rahmen dieser Arbeit wurden molekulargenetische Untersuchungen der 10 Core-Gene an den
DNA-Proben aus peripheren Lymphozyten von insgesamt 200 Patienten mit Verdacht auf ein
hereditares Mamma- und Ovarialkarzinom und den vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust-
und Eierstockkrebs definierten und erfiillten Kriterien durchgefiihrt. Bei allen Patienten erfolgte
vor der Untersuchung eine humangenetische Beratung durch einen Facharzt fir Humangenetik
oder einen Arzt in der Weiterbildung zum Facharzt fir Humangenetik. Die Blutproben der
Patienten wurden zum Zweck der molekulargenetischen Multi-Gen-Panel-Diagnostik im Institut
fir Humangenetik der Universitatsmedizin Gottingen (UMG) entnommen oder von auswartigen
Kliniken bzw. niedergelassenen Arzten zugesandt. Im ersten Schritt wurde moglichst ein
Indexpatient auf Keimbahnmutationen in den 10 Core-Genen hin untersucht (Indexpatient = eine
erkrankte noch lebende Person) mit den erfiillten Kriterien fiir eine molekulargenetische
Untersuchung. Wenn kein Indexpatient verfligbar war, wurde das rechnerische Risiko des
Patienten fir eine Anlagetragerschaft einer autosomal-dominant vererbten Mutation mittels des
Risikokalkulationsprogramms Cyrillic 2.13 berechnet. Ratsuchende, die das rechnerische Risiko fur
eine heterozygote autosomal-dominant vererbte Mutation in einem der 10 Core-Gene von > 20
% erreicht hatten, wurde ebenfalls eine molekulargenetische Untersuchung der 10 Core-Gene
angeboten. Bei Zustimmung des Patienten wurde diese Analyse durchgefiihrt. Als
Untersuchungsmaterial wurde aus den erhaltenen EDTA-Blutproben die genomische DNA aus
peripheren Blutlymphozyten isoliert und bis zur molekulargenetischen Analyse bei 4 °C asserviert.

2.2 Methoden

2.2.1 Diagnostik des hereditairen Mamma- und Ovarialkarzinoms

Aus der Literatur ist bekannt, dass bei 22,5 % der betroffenen Patienten mit Verdacht auf ein
hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom Mutationen in den Genen BRCA1 oder BRCA2
identifiziert werden (Engel et al. 2015). Mutationen kdnnen aber auch in weiteren Genen (auRer
den BRCA1- und BRCA2-Genen) auftreten.

Das Institut fir Humangenetik der UMG ist Mitglied des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust-
und Eierstockkrebs. Die Mitglieder des o. g. Konsortiums definieren diagnostisch zu
untersuchende Gene und therapeutische Konsequenzen bei den nachgewiesenen Mutationen.
Weiterhin wurde durch das Konsortium das TruRisk™-Genpanel konzipiert, welches neben den 10
Core-Genen noch weitere 24 Kandidatengene umfasst (s. Tab. 6.2 im Anhang). Innerhalb des
Konsortiums wurde festgelegt, dass zunachst die Untersuchung und die Mitteilung der
identifizierten Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 und 5 fiir die 10 Core-Gene verpflichtend
ist. Unter den weiteren 24 Kandidatengenen befinden sich ebenfalls die Gene MLH1, MSH2, MSH6
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und PMS2, die mit dem Hereditaren Nicht-Polyposen kolorektalen Karzinom (HNPCC, Lynch-
Syndrom) assoziiert sind, da in mehr als 10 % der Familien mit Verdacht auf ein hereditéres
Mamma- und Ovarialkarzinom, mindestens ein Fall eines kolorektalen Karzinoms auftritt (Meindl
etal. 2015).

Diesbeziiglich wurde im Institut fliir Humangenetik die Multi-Gen-Panel-Diagnostik bei Verdacht
auf ein hereditaires Mamma- und Ovarialkarzinom etabliert und validiert. Mit Hilfe der Next-
Generation-Sequencing (NGS) ist es moglich einen zusatzlichen Anteil der Patienten mit einer
hereditdaren Form des Mamma- und Ovarialkarzinoms zu identifizieren.

Die genomische DNA der Patienten wurde teilweise mit Hilfe des HaloPlex-Panels (umfasst 44
Gene) oder mittels der SureSelect-Technologie im Rahmen des TruRisk™-Panels (umfasst 34 Gene)
angereichert, amplifiziert und nachfolgend mit der NGS-Technologie auf dem /llumina MiSeq-
System sequenziert. Zur Untersuchung von Punktmutationen sowie kleinerer Insertionen,
Deletionen und Duplikationen wurden die kodierenden Bereiche einschlieBlich der Intron-Exon-
Ubergénge (bis intronische Nukleotidposition - 20 und bis intronische Nukleotidposition + 20) der
10 Core-Gene analysiert.

Bei spezifischen klinischen Zusatzsymptomen bzw. zusatzlichen Krebserkrankungen beim
Indexpatienten selbst oder in der Familie des Indexpatienten konnte lber die Analyse der Core-
Gene hinaus die Auswertung einzelner weiterer Gene selektiv angefordert werden. Die
Sequenzen der o. g. Abschnitte dieser Gene wurden ebenfalls vollstandig analysiert und
ausgewertet.

Weiterhin wurden im Rahmen dieser Studie mit Hilfe der MLPA-Analyse grofRere Rearrangements
(Deletionen/Duplikationen) in den Genen BRCA1, BRCA2, CHEK2, PALB2, RAD51C und RAD51D-
analysiert.

2.2.2 Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsduren

2.2.2.1 Isolierung von genomischer DNA aus EDTA-Blut

Die genomische DNA wurde automatisiert mit dem Gerat Chemagen MSM | isoliert. Der
Chemagen MSM | stellt eine automatisierte Praparationsplattform mit einem Stangenkopf fir 12
Proben dar, das der Isolierung von genomischer DNA im Bereich der molekulargenetischen
Diagnostik dient. Dazu wurden 50 ml Reaktionsgefdfle mit 7 ml EDTA-Blut und 25 pl Protease
abgefillt. Die DNA-isolierung erfolgte mit Hilfe von Magnetic Beads. Alle weiteren Schritte
erfolgten nach Angaben des Herstellers. Die extrahierte genomische DNA wurde im
geschlossenen Eppendorf-Cup bei 4 °C gelagert.

2.2.2.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus PAXGene-Blut

Nach der Blutentnahme musste zunachst eine Lyse fir 2 Stunden in den PAXgene-Monovetten bei
Raumtemperatur stattfinden. Die Gesamt-RNA wurde aus 2,5 ml Vollblut mit dem PAXgene®Blood
RNA-Kit (PreAnalytix) entsprechend den Herstellerangaben extrahiert. Nachdem die Gesamt-RNA
extrahiert war, konnte sie bis zur weiteren Verwendung bei - 80 °C gelagert werden.

2.2.2.3 cDNA-Synthese

Fir die cDNA-Synthese wurden 11 uL der Gesamt-RNA (1 pyg RNA) in ein 1,5 mL Eppendorf-
ReaktionsgefaR aliqoutiert und 2ul der Oligo-dT- oder der Random Hexamer-Primer (jeweils 10
mM) und 2 pl der 10 mM dNTPs zugegeben. Dieser Reaktionsansatz wurde fiir 5 Minuten bei 65
°C inkubiert und danach sofort auf Eis gestellt. Es wurden 4 pl 5x ,First Strand” Puffer und 2 pl DTT
(Dithiothreitol) hinzugegeben. Die Reaktionsansdtze wurden durch Auf- und Abpipettieren
gemischt und flir 2 Minuten bei 42 °C inkubiert. Es wurde 1 pl der ,SuperScript“-Reverse
Transkriptase dazugegeben und erneut durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Dieser
Reaktionsansatz wurde fir 50 Minuten bei 42 °C inkubiert. Um das Enzym durch Hitze inaktivieren
zu kénnen, erfolgte eine Inkubation fiir 2 Minuten bei 70 °C. Die Qualitat der synthetisierten cDNA
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wurde mittels Amplifikation des Houskeeping Gens GAPDH und anschlielender
gelelektrophoretischer Trennung der PCR-Produkte qualitativ beurteilt. Die synthetisierte cDNA
konnte bei -20 °C bis zum Gebrauch gelagert werden.

2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren
Die Konzentration von Nukleinsduren wurde mit einem Spektralphotometer (BioPhotometer
6131) bestimmt. Zunachst wurden die Nukleinsduren entsprechend verdiinnt. Dazu wurden 3 pl
Nukleinsdure (genomische DNA bzw. RNA) mit 297 pl H,0 auf ein Gesamtvolumen von 300 pl
gebracht. Die Bestimmung der Konzentration der genomischen DNA-Probe erfolgte mit der
Messung der Absorption der Nukleinsdurelosung bei 260 nm jeder einzelnen genomischen DNA-
Probe bzw. jeder einzelnen RNA-Probe. Das BioPhotometer verfligt Uber eine integrierte
Software, die eine Berechnung der Konzentration auf Basis der gewahlten Methode (dsDNA, RNA)
sowie der Verdiinnung automatisch ermdoglicht. Die Nukleinsdurekonzentration wurde nach
folgender Formel berechnet:
Clmg/ml] =Ezso xfxc
C = Nukleinsdaurekonzentration der Ausgangslosung
E = Extinktion
f = Verdiinnungsfaktor
¢ = nukleinsiurespezifischer Koeffizient in ug/ul
fir doppelstrangige DNA: c=0,05
flr RNA: c=0,04

2.2.4 Amplifikation der DNA mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Technik der Polymerasen-Kettenreatkion (PCR) ist eine enzymatische Methode fiir die in-vitro-
Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente (Saiki et al. 1988). Die Spezifitat dieser Amplifikation
basiert auf einem Oligonukleotidprimerpaar, das das zu amplifizierende DNA-Segment flankiert
und nach einer Hitzedenaturierung an den komplementdren Strangen bindet. Die hitzestabile
DNA-Polymerase synthetisiert bei ihrer optimalen Temperatur die DNA entlang der Region
zwischen den Primern. In der PCR dienen die neu synthetisierten DNA-Strange ebenso wie die
eingesetzte gDNA als Matrize und tragen so dazu bei, dass in jedem Synthesezyklus (mit
Ausnahme der beiden ersten Zyklen) die Menge an PCR Produkt theoretisch verdoppelt wird.
Durch sich wiederholende Zyklen von Denaturierung der DNA-Strange, die als Annealing
bezeichnete Anlagerung der Primer und die Elongation des DNA-Stranges wird eine exponentielle
Vermehrung des jeweiligen DNA-Fragments erreicht. Der Bereich der exponentiellen
Produktzunahme ist nicht beliebig groR. Das Prozessieren und die Effizienz der DNA-Polymerase
nimmt mit zunehmender Zyklenzahl ab, da das Enzym sowohl durch die hohen Temperaturen im
Zuge der Denaturierungsphasen als auch durch die im Reaktionsverlauf zunehmende Ansduerung
des Milieus (DNA besitzt saure Eigenschaften) geschadigt wird.

Die Ansdtze wurden in einem Thermocycler mit folgendem PCR-Programm fir 30 - 35 Zyklen
inkubiert.

94 °C 5 min Vordenaturierung

94 °C 30s Denaturierung

55—-65°C 45s Annealing 30 - 35 Zyklen
72 °C 1 min/kb Elongation

72°C 7 min Abschlusselongation

2.2.4.1 Quantitative Real-Time PCR an genomischer DNA und an cDNA
Die Real-Time PCR bezeichnet ein Verfahren, bei dem wihrend der PCR die Menge der
entstandenen Produkte in Echtzeit gemessen wird. Wie bei der klassischen PCR kommt es bei der
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quantitativen Real-Time PCR (qRT PCR) zu einer gezielten Vervielfaltigung eines DNA-Bereichs in-
vitro. Bei der qRT PCR wird die Zunahme der Produktmenge wahrend jedes einzelnen Zyklusses
der PCR gemessen, sodass man dem Reaktionsverlauf in Echtzeit folgen kann. Diese Technik
wurde benutzt um die Ausweitung der Deletionen bzw. Duplikationen in den zu analysierenden
Genen genauer bestimmen zu kdnnen, falls dies mit einer anderen Methode wie z. B. der CNV-
Analyse (Kopienzahlanalyse mittels NGS) oder mittels der MLPA-Analyse nicht abschlieBend
beurteilt werden konnte.

Die Technik der gRT PCR basiert auf dem grundlegenden Prinzip des Fabrstoffes SYBR® Green. Der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green ist ein asymmetrischer Cyanin-Farbstoff, der mit
doppelstrangiger DNA interkaliert. Wahrend bei der PCR Amplifikationsprodukte entstehen,
interkaliert das im Reaktionsansatz enthaltene SYBR® Green mit diesen Produkten. Die
Fluoreszenz kann nach Anregung des Farbstoffes mit einem Laser gemessen werden. Die
Zunahme der Fluoreszenz ist dabei proportional zu der entstandenen Produktmenge. In der
exponentiellen Phase der Reaktion, in der die volle Aktivitdt der Polymerase vorherrscht und
genligend Materialien (Primer, MgCl;) vorliegen, wird der Threshold-Wert bestimmt und anhand
des PCR-Zyklus, in dem dieser erreicht wird, werden die anschlieBenden Berechnungen zur
Quantifizierung vorgenommen (Ct-Wert = engl. cycle threshold fiir Schwellenwert-Zyklus).

Vor dem Ansetzen der Reaktionsansatze wurde von den zu analysierenden Patientenproben die
Konzentration der praparierten DNA photometrisch mit dem Eppendorf BioPhotometer 6131
ermittelt. Parallel zu den Patientenproben wurden eine Standard-DNA (ménnlich; Human DNA
male, Art#360486, 10 ng/ul) sowie eine Positiv-(soweit verfligbar)- und eine Negativkontrolle
(,Wildtyp“) entsprechend vermessen. Ausgehend von der ermittelten Konzentration der
jeweiligen Nukleinsdure wurden die Patientenproben und die Positivkontrolle mit Ampuwa
Wasser jeweils auf eine Konzentration von 1,25 ng/ul verdiinnt.

Um die Primer verdiinnen zu kdnnen, wurde ein Gemisch der einzusetzenden Primer (forward
und reverse) mit Ampuwa-Wasser mit einer Endkonzentration von 1 pmol/ul je Primer im Primer-
Mix angesetzt.

Zunéachst wurden alle bendétigten Komponenten bereitgestellt und im Pra-PCR-Labor aufgetaut.
Das SYBR® Green Mix wurde auf einem Kiihlblock im Pra-PCR Labor bereitgestellt. Nachdem alle
Komponenten vollstdndig aufgetaut waren und durch kurzes Vortexen gemischt wurden, wurde je
2,5 ul des Primer-Mixes pro Reaktion in die 384-Loch-Platte verteilt. Die Platte wurde danach fir 2
Minuten bei 1.500 rpm zentrifugiert.

AnschlieRend wurde ein Master-Mix entsprechend der Anzahl der zu untersuchenden Proben
einschlielllich der Leerkontrolle und Positivkontrolle in einem Reaktionsgefal vorbereitet, der aus
der genomischen DNA und dem SYBR® Green Mix besteht. Die Komponenten der vorbereiteten
Master-Mixe wurden durch kurzes Vortexen vollstandig gemischt und dann entsprechend der
Belegung der 384-Loch-Platte mit einer Pipette je 7,5 pl pro Reaktion verteilt.

Die Platte wurde sorgfiltig verschlossen. Um die Luftblasen zu eliminieren wurde die Platte noch
einmal fur 10 Minuten bei 3.000 rpm abzentrifugiert und schlieRlich fir die Ermittlung der Daten
in den ABI PRISM™ 7900HT Fast Real-Time PCR-System geladen. Die ermittelten Rohdaten
wurden mit dem Programm SDS Software (Version 2.3) ausgewertet und in Excel (Microsoft) fur
weitere Berechnungen exportiert.

Die quantitative Real-Time PCR (qRT PCR) an der cDNA erfolgte im Prinzip nach dem Protokoll der
gRT PCR an der genomischen DNA. Die zuvor eingesetzte Menge der Kontroll-RNA und der
Patienten-RNA (von Fall zu Fall unterschiedlich) wurde fiir den jeweiligen Versuchsansatz in die
cDNA umgeschrieben. Somit wurde davon ausgegangen, dass in jedem Versuch die identische
Menge an cDNA entsteht. In jedem Versuchsansatz fiir die cDNA-Synthese wurde 1 pg der
Gesamt-RNA eingesetzt. Die aus der RNA gewonnene cDNA wurde anschliefend 1:20 mit H,0
verdinnt. Der Versuchsansatz fir die gqRT PCR-Analyse beinhaltete 2,5 pl cDNA, 2,5 ul
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genspezifische Primer (forward und reverse, jeweils 1 pmol/pl) und 5,0 pl SYBR’Green. Als
Kontrolle wurden spezifische Primer flr das Houskeeping-Gen LDAH (s.Tab. 2.1.9.3) verwendet.
Nach der gRT PCR-Analyse wurden die erhaltenen Daten mittels des Programms SDS Software
(Version 2.3) ausgewertet und in Excel (Microsoft) fiir weitere Berechnungen exportiert.

2.2.5 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)-Analyse

Die Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)-Analyse ist eine Methode zur
relativen quantitativen Darstellung der Kopienzahl in bis zu 50 unterschiedlichen genomischen
DNA bzw. RNA Proben in einem Versuchsansatz. Die MLPA-Methode ermdoglicht anhand von
Dosisunterschieden Rickschllisse auf Duplikationen und Deletionen in definierten Regionen im
Genom (Schouten et al. 2002). Die MLPA-Analyse basiert auf einer indirekten Amplifikation einer
Zielsequenz, d. h. auf der Amplifikation einer Sonde, die komplementar zu der Zielsequenz ist.
Hierzu wird ein Sondenpaar an die Proben-DNA hybridisiert. Eine MLPA-Reaktion ldsst sich
grundsatzlich in finf Reaktionsschritte unterteilen: die DNA-Denaturierung und die Hybridisierung
der Sonden, die Ligationsreaktion, die PCR-Reaktion, die elektrophoretische Trennung der PCR-
Produkte auf dem ABI PRISM™ 3130 Genetic Analyser und die Detektion der Fluoreszenzsignale
sowie die Datenauswertung. Die Sequenzen des Sondenpaares sind so gewahlt, dass sie im
Genom nebeneinander positioniert sind und daher von einer thermostabilen Ligase verknipft
werden kénnen. In einem zweiten Schritt werden die ligierten Sondenpaare per PCR amplifiziert.
Wenn die Zielsequenz der Sondenpaare im Genom mutiert vorliegt, kdnnen die Sondenpaare u.
U. nicht binden bzw. sich zusammenlagern und es entsteht kein PCR-Produkt. Liegt eine
untersuchte Region dupliziert bzw. deletiert vor, schlagt sich dies in einem signifikanten
Dosisunterschied der PCR-Produkte nieder. Die durchschnittliche GroRe der PCR Produkte betragt
in den kommerziell erhéltlichen Kits von MRC Holland ca. 130 bp - 480 bp. Die einzelnen
eingesetzten Sonden unterscheiden sich durch eine unterschiedlich lange Stuffer-Sequenz, sodass
die PCR Produkte anschlieBend elektrophoretisch auf dem ABI PRISM™ 3130 Genetic Analyser
getrennt werden kénnen. Durch den quantitativen Vergleich der PCR-Produkte im Versuchsansatz
der DNA-Probe mit einer Kontrollprobe werden die Abweichungen detektiert. Durch eine
Fluoreszenzmarkierung eines der beiden eingesetzten universellen Primer wurden die ermittelten
Daten schlieRBlich in einem automatisierten Verfahren durch herkdmmliche Fragmentanalyse mit
dem Programm SequencePilot im Modul MLPA ausgewertet.

In dieser Dissertation wurden fiinf verschiedene MLPA-Kits mit den entsprechenden Genen von
MRC-Holland verwendet (s. Tab. 2.1).

Tabelle 2.1: Verwendete MLPA-Kits zur Detektion von genomischen Deletionen und Duplikationen
MLPA-Kit Gene

P002-D1 BRCA1

P045-B3 BRCA2

P190-C1 CHEK2, ATM (Exons 1, 4, 22, 27, 44, 49, 56), PTEN-(Exons 3, 5, 6, 7, 9), TP53-(Exons 3, 11)
P260-B1 PALB2, RAD51C, RAD51D, RAD50 (Exons 1, 2, 4,10, 14, 21, 23 und 25)

EPCAM (Exon 3, 8 und 9), KCNK12 (Exon 2), MLH1 (Exon 1), MSH2 (Exon 1), MSHe6,
MUTYH (Exon 4, 5, 18)

P072-C1

2.2.6 Analyse der Promotormethylierung des MLH1-Gens

Methylierungen des MLH1-Gens im Promotorbereich fiihren zum Verlust der Expression von
MLH1 und PMS2 im Tumorgewebe des kolorektalen Karzinoms und sind charakteristisch fir
sporadische kolorektale Karzinome (Bettstetter et al. 2008). Menigatti et al. (2001) zeigten zwei
Promotorbereiche mit der hochsten CpG-Dichte im Promotor von MLH1 (proximaler Bereich:
intronische Position - 294 bis - 157 vor dem Startcodon ATG des MLH1-Gens und distaler Bereich:
intronische Position - 716 bis - 563 vor dem Startcodon ATG des MLHI1-Gens). Eine
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Hypermethylierung dieser Promotorbereiche fihrt zum Verlust der Expression von MLH1 und
PMS2. Dabei wird ein Schwellenwert von etwa = 20 % Methylierung im Tumor angenommen. Fir
die Analyse der Promotormethylierung wurde die DNA aus dem FFPE-Gewebe (Formalin-fixiertes
Paraffin-eingebettetes Gewebe) mit dem DNeasy® Blood & Tissue-Kit nach dem Protokol des
Herstellers in der Abteilung Pathologie der UMG isoliert. Die Methylierungsanalyse basiert auf der
methylierungssensitiven  Digestion mit der Endonuklease Hin6l und den nicht-
methylierungsspezifischen Endonukleasen Xbal/Dral und der nachfolgenden Quantifizierung der
Methylierung mittels Real-Time PCR. Fiir jede Probe wurden zwei Restriktionsanalysen vorbereitet
(eine Quantifizierungsrestriktion mit dem Enzym Hin6l und eine Kalibrierungsrestriktion mit den
Enzymen Xbal/Dral). Das Restriktionsenzym Hin6l schneidet dabei nur die nichtmethylierte
Erkennungssequenz 5-GCGC-3". Wenn die Erkennungssequenz methyliert vorliegt, ist die
Restriktion blockiert. Die Primer der folgenden Real-time PCR-Analyse enthalten Hin6l-
Schnittstellen, d. h. nur der hypermethylierte MLH1-Promotor bleibt nach der Restriktionsanalyse
mit Hin6l als Template erhalten. Schnittstellen fir Xbal und Dral sind in diesen
Promotorfragmenten nicht enthalten. Diese dienen der Fragmentierung der genomischen DNA,
damit identische PCR-Effizienzen gelten (Bettstetter et al. 2008).

Die restringierten DNA-Proben werden als Templates in die Real-time PCR eingesetzt und deren
Ct-Werte (engl. cycle threshold fur Schwellenwert-Zyklus) bestimmt. Der Anteil der methylierten
Templates wird aus der Differenz aus Kalibrator-Real-time PCR und Quantifizierungs-Real-time
PCR als ACt-Wert berechnet. Die Formel E*“ x 100 ergibt den Anteil der methylierten DNA-
Molekiile (%) der Probe (E = PCR-Effizienz) (Bettstetter et al. 2008). Als Kontrolle diente DNA aus
dem korrespondierenden normalen kolorektalen Gewebe der zu untersuchenden Tumorprobe.
Das Ausbleiben der Amplifikation bei der nachfolgenden quantitativen Real-time PCR mit der
Hin6l-restringierten DNA zeigte eine 0 %-ige Methylierung des MLH1-Promotors an.

2.2.7 Histologische Beurteilung und Rezeptorstatus der Mammakarzinome

83,5 % der Mammakarzinome wurden histologisch untersucht und somit der histologische Subtyp
des Mammakrzinoms bestimmt. Ebenso wurde die Expression der Ostrogen-a-(ERa)- und
Progesteron-(PR)-Rezeptoren sowie die Uberexpression des ERBB2-Rezeptors im Tumorgewebe
analysiert. Diese Untersuchungen erfolgten in der Mehrzahl der Falle durch Kollegen aus der
Abteilung Pathologie der UMG, oder wurden von auswartigen Kollegen der Pathologie
vorgenommen.

Die o. g. Untersuchungen wurden nach den internen Protokollen der jeweiligen Abteilungen fir
Pathologie durchgefiihrt. In den pathologischen Befunden der Abteilung flrr Pathologie der UMG
oder in den Befunden von externen Kollegen der Pathologie wurde die histologische
Klassifizierung der Mammakarzinome mitgeteilt. Zusatzlich wurde in diesen Befunden nur dartber
berichtet, ob eine Expression der ERa- und PR-Rezeptoren im Tumor vorlag oder ob diese
Rezeptoren nicht exprimiert wurden (Angabe im Befund: ,positiv’ oder ,negativ”) und ob der
ERBB2-Rezeptor Uberexprimiert vorlag (Angabe im Befund: ,positiv” oder ,negativ“).

2.2.8 DNA-Sequenzanalyse

Bei der DNA-Sequenzierung nach Sanger (auch als Dideoxymethode, Kettenabbruchmethode oder
Sanger-Sequenzierung bezeichnet) handelt es sich grundsatzlich um die Analyse der primaren,
linearen Basenzusammensetzung von DNA (Sanger et al. 1977). Ausgehend von einem kurzen
DNA-Stiick bekannter Sequenz (Primer) wird durch eine DNA-Polymerase einer der beiden
komplementdren DNA-Strange in einer zyklischen Reaktion aus der Denaturierung, der Primer-
Anlagerung und der Elongation verlangert. In dem Reaktionsansatz sind neben den vier
Deoxynukleotidtriphosphate (dNTPs) auch die vier modifizierten Dideoxynukleotidtriphosphate
(ddNTPs) vorhanden. Da bei den ddNTPs am 3-C-Atom die Hydroxylgruppe fehlt, kann ein
nukleophiler Angriff des O-Atoms auf das a-P-Atom des neu hinzukommenden dNTPs (oder
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ddNTPs) nicht erfolgen. Der DNA-Strang kann nicht weiter verldngert werden, wenn als 3'-
terminales Nukleotid ein ddNTP eingebaut worden ist. Die wachsende Kette wird abgebrochen.
Da die dNTPs und ddNTPs mit nahezu der gleichen Wahrscheinlichkeit in den wachsenden DNA-
Strang eingebaut werden koénnen, wird diese wachsende Kette statistisch an jeder Stelle
wenigstens einmal abgebrochen. Als Folge enthalt das Reaktionsgemisch Sequenzprodukte
unterschiedlicher Lange. In dem Reaktionsgemisch sind tiblicherweise alle vier ddNTPs vorhanden.
Jedes ddNTP tragt einen fir die jeweilige Base spezifischen terminalen Fluoreszenzfarbstoff.
Werden die Fluoreszenzfarbstoffe angeregt (z. B. durch einen Argon-Laser), emittiert jedes ddNTP
eine Fluoreszenz spezifischer Wellenldnge, sodass zwischen den vier Bausteinen (ddATP, ddCTP,
ddGTP und ddTTP) unterschieden werden kann. Das Reaktionsgemisch enthélt i. d. R. nur einen
Primer, sodass die Verlangerung der DNA einem linearen Profil folgt. Die unterschiedlich langen
Sequenzprodukte koénnen elektrophoretisch in einer hochauflésenden Matrix getrennt, die
terminal gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe angeregt und mit Hilfe eines komplexen optischen
Systems detektiert werden.

Ausgangsmaterial fiir die Sequenzierung nach Sanger sind PCR-Produkte der zu analysierenden
DNA-Abschnitte.

Fir die Sequenzierung wurden alle benétigten Komponenten des Reaktionsansatzes bereitgestellt
und aufgetaut. Die bendtigten Primer Mixes wurden aufgetaut und eine entsprechende
Arbeitslésung mit einer Konzentration von 10 uM vorbereitet. Entsprechend der Anzahl der
Reaktionen inklusive Leerwert und berechnet fiir ein Endvolumen von 10 ul pro Reaktion wurde
ein Master-Mix vorbereitet, der allgemein Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, 5x
Sequencing Puffer, Primer (forward oder reverse, jeweils 10 uM) und H,O (Ampuwa-Wasser oder
Wasser vergleichbarer Qualitat und Reinheit) enthielt.

Der Master-Mix wurde entsprechend der vorbereiteten Liste bzw. des Plattenbelegungsplanes auf
die einzelnen Reaktionsgefdlle aufgeteilt. AnschlieBend wurde das gereinigte PCR-Produkt
zugegeben. Die Sequenzansatze wurden nach der Zugabe des PCR Produkts sorgfaltig
verschlossen, in ein PCR-Gerat gestellt und das entsprechende PCR-Programm gestartet. Die
Kettenabbruchreaktion wurde als PCR in einem Thermocycler mit dem folgenden PCR-Programm
durchgefihrt:

95°C 1 min Vordenaturierung

95°C 20s Denaturierung

60 °C 30s Annealing 30 Zyklen
72°C 3 min Elongation

72°C 7 min Abschlusselongation

AnschlieBend wurde der Ansatz mit 10 pl H,O aufgefiillt und iber eine Sephadex™ G-50
MultiScreen-HTS Platte aufgereinigt.

Nachdem die Sequenzprodukte durch Zentrifugation bei 910xg fir 5 Minuten eluiert wurden,
wurden die Produkte entweder gleich zur Ermittlung der Sequenzdaten weiter auf den ABI
PRISM™ 3500x Genetic Analyzer bzw. den ABI PRISM™ 3130 Genetic Analyzer gebracht oder bis
zur weiteren Verarbeitung bei - 20 °C gelagert. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit der
Software Sequence Pilot im Modul SeqPatient.

Diese Methode wurde zur Bestatigung der bei der Multi-Gen-Analyse (NGS; s. Abschnitt 2.2.9)
identifizierten Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 und zur Nachsequenzierung der
mittels NGS nicht ausreichend abgedeckten Bereiche (s. auch Ergebnisse, Abschnitt 3.3.1)
angewandt.

2.2.9 Multi-Gen-Panel-Diagnostik
Im Institut fir Humangenetik der UMG wurde im ersten Schritt das HaloPlex Target Enrichment
System Multi-Gen-Panel der Firma Agilent etabliert und validiert. Die ersten 28 analysierten
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Patienten in dieser Dissertation wurden daher mit diesem System untersucht (fir die Liste der
Gene auf dem HaloPlex-Panel s. Anhang Tab. 6.1). Da die Abdeckung der Sequenzen dieser
Methode in vielen Genabschnitten nicht ausreichend war und viele Nachsequenzierungen mit
Hilfe der Sanger-Methode notwendig waren, wurde im nachsten Schritt das TruRisk™-Multi-Gen-
Panel vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs eingefiihrt bzw. etabliert
und validiert.

2.2.9.1 Das Prinzip des HaloPlex Target Enrichment Systems

Das HaloPlex Target Enrichment System der Firma Agilent Technologies ermdoglicht eine parallele

Anreicherung und Analyse einer groRen Anzahl von Genen (Multi-Gen-Panel-Diagnostik), die in

einem Design mit der Software SureSelect definiert wurden. Fir die Untersuchung wurde das

»HaloPlex Target Enrichment System von Agilent Technologies” Protokoll Version F1, Juli 2015

zugrunde gelegt.

Der Prozessfluss zur Anreicherung der in einem Panel festgelegten Genregionen umfasst vier

wesentliche Schritte:

A) Enzymatische Fragmentierung der genomischen DNA mit acht unterschiedlichen
Restriktionsendonukleasen (s. Abb. 2.1 A).

B) Hybridisierung der biotinylierten HaloPlex-Sonden fir die Anreicherung der Zielregionen (die
HaloPlex-Sonden binden an beide Enden der Zielregion, wodurch - Uber diese Sonden
vermittelt — eine Zirkularisierung der Zielregionen erreicht wird. In diesem Schritt wird auch die
Index-Sequenz zur Unterscheidung der einzelnen Proben eingebracht) (s. Abb. 2.1 B).

C) Reinigung der durch die Sonden gebundenen DNA-Fragmente und Ligation (die durch die
Sonden gebundenen Fragmente wurden lber magnetische Streptavidin-Beads gereinigt und
ligiert) (s. Abb. 2.1 C).

D) Amplifikation der gereinigten Zielregionen (s. Abb. 2.1 D).

A) Enzymatische Fragmentierung der genomischen DNA.

\/

B) Hybridisierung der biotinylierten HaloPlex-Sonden fiir die Anreicherung der Zielregionen.

C) Reinigung der durch die Sonden gebundenen DNA-Fragmente und Ligation.

D) Amplifikation der gereinigten Zielregionen.

|

)\

|

~ /

Abbildung 2.1: Wesentliche Schritte im Prozessfluss des HaloPlex Target Enrichment Systems (modifiziert
nach dem Protokoll HaloPlex Target Enrichment System Agilent Technologies; Protokoll Version F1, Juli
2015).
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2.2.9.1.1 Konzentrationsbestimmungen der genomischen DNA (gDNA)

Die genomischen DNA-Proben wurden zunachst mit Hilfe des Nucleo Spin gDNA Clean up Kits
nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die gereinigten Proben wurden parallel sowohl mit
dem QuBit v2.0 als auch mit dem Nanodrop ND 8000 gemessen. Die mit dem QuBit 2.0 ermittelte
Konzentrationsdoppelbestimmung diente direkt als Grundlage zur Berechnung der
einzusetzenden Konzentration der Proben in die HaloPlex-Anreicherung. Die Qualitats- und
Konzentrationsbestimmung der gereinigten Proben erfolgte mittels Nanodrop ND 8000. Diese
Daten dienten der qualitativen Uberpriifung der Proben (Anwesenheit niedermolekularer Salze,
etc.). Aus der Doppelbestimmung wurde eine 5 ng/ul Arbeitskonzentration hergestellt. Fir die
qualitative Uberpriifung der DNA mittels Agarosegelelektrophorese wurden die gereinigte gDNA,
die 50 ng/ul- und die 5 ng/ul-Verdiinnung nebeneinander aufgetragen.

2.2.9.1.2 Fragmentierung der genomischen DNA

Ausgehend von den mit dem Qubit 2.0 ermittelten Konzentrationswerten wurde die DNA-
Konzentration von 225 ng in 45 pl hergestellt (2 5 ng/ul). 45 pl der Kontroll-DNA (Enrichment
Control DNA; ECD) wurde in ein PCR-Cup Uberfiihrt. Fir die DNA-Fragmentierung wurde der
Restriktions-Master-Mix angesetzt (s. Tab. 2.2).

Tabelle 2.2: Master-Mix fiir die Restriktionsanalyse

Komponenten Volumen pro Reaktion in pl Volumen fiir 7 Reaktionen in pl
RE-Puffer 34,00 238,00
BSA-Losung 0,85 5,95
Gesamtvolumen 34,85 243,95

RE-Puffer = Puffer mit Restriktionsenzym; BSA = Bovine Serum Albumine.

Der Restriktions-Master-Mix wurde auf 8er-Strip Reaktionsgefalle verteilt. Pro Restriktionsansatz
(Well) wurden mindestens 4 ul bendtigt. In die vorbereiteten ReaktionsgefdBe wurden aus den
8er-Strips HaloPlex Kit mit einer 8-Kanal-Pipette Restriktionsenzyme markiert mit griin (0,5 pl pro
Reaktion) und markiert mit rot (0,5 pl pro Reaktion) dazugegeben, kurz auf dem Vortex gemischt
und abzentrifugiert. Jeweils 5 pul des fertigen Restriktions-Master-Mixes wurden mit einer 8-Kanal-
Pipette in eine 96-Well-Platte aliquotiert (s. Abb. 2.2). Pro Well wurden 5 pl DNA (5 ng/ul)
dazugegeben (s. Abb. 2.2).
gDNA-Proben 1 bis 11 (5 ng/pL)
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Abbildung 2.2: Aliquotierung des Restriktions-Master-Mixes in eine 96-Well-Platte und Zugabe der
genomischen DNA (gDNA) der Patienten (modifiziert nach HaloPlex Target Enrichment System; Protokoll
Version F1, Juli 2015). Jeweils 5 pl des fertigen Restriktions-Master-Mixes wurden mit einer 8-Kanal-Pipette
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in eine 96-Well-Platte aliquotiert (links in rot). Pro Well wurden 5ul DNA (5ng/ul) dazugegeben (oben in
blau). S1 bis S11 = DNA-Proben (Samples) der Patienten. ECD = Enrichment Control DNA (Kontroll-DNA).

Die 96-Well-Platte wurde mit einer Folie auf dem Schweillgerat verschlossen, kurz abzentrifugiert
und in ein PCR-Gerat bei 37 °C fur 30 Minuten gesetzt. Das Abkiihlen erfolgte bei 8 °C. Die
Restriktions-Reaktionsansatze konnten danach bis zu ihrer Weiterverarbeitung bei - 20 °C
eingefroren werden.

Die Restriktionsreaktion wurde anhand der ECD mittels BioAnalyzer qualitativ Uberprift. Es
wurden jeweils 4 pl der ECD Kontrolle pro Restriktion entnommen und mit dem ECD-Kontroll-
Enzym fir 5 Minuten auf 80 °C inaktiviert. Zu je 4 ul Restriktions-Reaktionsansatz wurden 5 pl
Stop Mix und 10 ul H,O dazugegeben. Die Fragmente wurden bei 220 V fir ca. 3 % Stunden auf
dem Gel getrennt.

2.2.9.1.3 Hybridisierung der Sonden und Index-Sequenzen (Target Enrichment und Sample
Indexing)

Dieses Vorgehen erfolgte am zweiten Tag nach dem Beginn der Bearbeitung der Proben. In
diesem Schritt wurden die fragmentierte genomische DNA mit den HaloPlex-Sonden fiir die sog.
Sequenzierbibliothek oder Library hybridisiert. Die HaloPlex-Sonden wurden fiir die selektive
Hybridisierung mit den zu sequenzierenden Regionen bzw. Genen (Region of Interest, ROI)
definiert und um eine Zirkularisation der Ziel-DNA-Fragmente zu bewirken.

Der angesetzte Hybridisierungs-Master-Mix (s. Tab. 2.3) wurde kurz auf dem Vortex gemischt und
abzentrifugiert. Je 70 pl des Hybridisierungs-Master-Mixes wurden in neue 0,2 ml-
ReaktionsgefaRe verteilt.

Tabelle 2.3 Herstellung des Hybridisierungs-Master-Mixes

Komponenten Volumen pro Reaktion in pl Volumen fiir 7 Reaktionen in pl
Hybridisierungslosung 50 350
HaloPlex-Probe 20 140
Gesamtvolumen 70 490

Fir jede Probe wurde ein neuer Index (Markierung) verwendet, damit die Proben der Ausgangs-
DNA zugeordnet werden konnten. Daflir wurden 10 ul des jeweiligen Index-Primers dazugegeben.
Die einzelnen Restriktions-Reaktionsansatze wurden pro Patienten in die entsprechende 0,2 ml
ReaktionsgefdaRe mit der Hybridisierungslosung Gberfiihrt. Somit entstand ein Gesamtvolumen
von 160 pl (70 ul Master-Mix + 10 ul Index + 80 pl Restriktions-Reaktionsansatz). Fir die ECD-
Kontrolle wurde 32ul H,0 verwendet. Die Reaktionsansatze wurden kurz auf dem Vortex gemischt
und abzentrifugiert. Die Hybridisierungsansatze wurden anschliefend in ein PCR-Geréat tUberfihrt
und inkubiert (1. Denaturierungsschritt flir 10 Minuten bei 95 °C, 2. Hybridisierungsschritt fir 3
Stunden bei 54 °C).

2.2.9.1.4 Capturing der Patienten-DNA

In diesem Schritt wurden die zirkulierenden Ziel-DNA-HaloPlex-Hybride, welche Biotin enthalten,
mit den Streptavidin Beads ausgefiltert. Es wurden weitere Losungen aus dem HaloPlex-Kit
aufgetaut und auf Raumtemperatur gebracht. Diese waren: Capture-Losung, Wash-L6sung,
Ligations-Losung, SSC-(saline-sodium citrate)-Puffer und HaloPlex Magnetic Beads. Zusatzlich
wurden 2 M Essigsdure und 50mM NaOH frisch angesetzt. Kurz vor dem Ablauf der Hybridisierung
wurden die Magnetic Beads vorbereitet.

Nach der vollendeten Hybridisierung wurden die Ansdtze aus dem Thermocycler
herausgenommen. Es folgte die Zugabe von 40 pl der vorbereiteten Beads zur jeder Probe. Die
Reaktionsansatze wurden gemischt und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
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wurden die ReaktionsgefdaRe mindestens 5 Minuten auf dem Magneten gehalten, um die Beads zu
pelletieren. Die Lésung musste dabei klar werden. Der klare Uberstand wurde abgenommen und
verworfen. Die ReaktionsgefaRe wurden vom Magneten entfernt. Es wurden 100 pl Wash-Losung
zu jedem Reaktionsansatz dazugegeben und mit der Pipette kraftig gemischt. Die
Reaktionsansatze wurden im PCR-Cycler bei 46 °C fiir 10 Minuten inkubiert und danach kurz
abzentrifugiert. Die Reaktionsansatze wurden erneut auf dem Magnetstander fiir mindestens 5
Minuten inkubiert, bis die Losung komplett klar war. Der klare Uberstand wurde erneut
abgenommen und verworfen. Die im Pellet enthaltene genomische DNA der Patienten wurde
weiter verarbeitet.

2.2.9.1.5 Herstellen der Sequenzierbibliotheken (Libraries)

In diesem Schritt wurden zu der Patienten-DNA Primer fiir die zu sequenzierende Regionen bzw.
Gene (Region of Interest, ROI) dazugegeben um somit eine Library zu generieren. Eine Ligase
wurde zu der Reaktion dazugegeben um nicks in den zirkularen HaloPlex-Hybriden zu schlieBen.
Fir die Ligation wurde ein Ligations-Master-Mix hergestellt (s. Tab. 2.4). Jeweils 50 ul des
Ligations-Master-Mixes pro Reaktion wurden zu den pelletierten Beads gegeben und kraftig
gemischt. Es erfolgte eine Inkubation bei 55 °C fir 10 Minuten im PCR-Gerat.

Tabelle 2.4: Zusammensetzung des Ligations-Master-Mixes

Komponente Volumen pro Reaktion in pl Volumen fiir 7 Reaktionen in pl
Ligations Losung (HaloPlex-Kit) 47,5 332,5
DNA Ligase (HaloPlex-Kit) 2,5 17,5
Gesamtvolumen 50 350

Wahrend der Ligation wurde der PCR-Master-Mix hergestellt (s. Tab. 2.5)

Tabelle 2.5: Zusammensetzung des PCR-Master-Mixes

Komponente Volumen pro Reaktion in pl Volumen fiir 7 Reaktionen in pl
DNA 20 je 20
5x Herculase Reaktion-Puffer II 10 70
Primer for/rev 1+1 je7
dNTP’s 0,4 2,8
2 M Essigsdure 0,5 3,5
Herculase Il Fusion 1 7
DNA Polymerase
H.0 16,1 112,7
Gesamtvolumen 50 350

dNTP = Desoxynukleotide; for = forward; rev = reverse.

Der PCR-Master-Mix wurde kurz gemischt und abzentrifugiert. Pro Ansatz wurden jeweils 30 pl
des PCR-Master-Mixes in jeweils ein frisches 0,2 ml-Reaktionsgefal} verteilt und auf Eis gelagert.
Die Ligationsansatze wurden nach der Inkubation kurz abzentrifugiert und auf den Magnetstander
Uberfiihrt. Die Beads wurden erneut pelletiert, bis die Lésung vollstandig klar geworden war. Der
klare Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Die ReaktionsgefiBe wurden vom
Magneten genommen, zu jedem Bead-Pellet wurden 100 pl SSC-Puffer gegeben, kraftig
durchgemischt und abzentrifugiert. Diese wurden erneut auf den Magnetstdander (berfihrt, die
Beads pelletiert, der klare Uberstand méglichst komplett abgenommen und verworfen. Zu jedem
Reaktionsansatz wurden 25 pul der frisch hergestellten 50 mM NaOH zugegeben und kraftig
durchgemischt. Die Reaktionsgefdlle wurden fir 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert und
danach kurz abzentrifugiert, auf den Magnetstdander gebracht und die Beads pelletiert.
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Nach diesem Schritt war die DNA durch die NaOH-Behandlung in dem klaren Uberstand
vorhanden, und 20 pl des Uberstands wurden in den 30 pl-PCR-Master-Mix (iberfiihrt, gemischt
und kurz abzentrifugiert. Der PCR-Ansatz wurde in den PCR-Cycler gestellt. Die DNA wurde bei 98
°C denaturiert. Im zweiten Schritt wurden die Primer bei 60 °C fir die Herstellung der Library an
die DNA hybridisiert (Annealing). Es folgte eine Synthese (Elongation) der Library bei 72 °C. Die
PCR-Reaktion erfolgte nach einem speziellen PCR-Profil (s. Abb. 2.3).
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Abbildung 2.3: Profil der PCR-Reaktion. Die DNA wurde bei 98 °C denaturiert. Im zweiten Schritt wurden
die Primer bei 60 °C fur die Herstellung der Library an die DNA hybridisiert (Annealing). Es folgte eine
Synthese (Elongation) der Library bei 72 °C fiir 2 Minuten (Zyklenzahl 20x).

Die PCR-Produkte konnten nach diesem Schritt bei - 20 °C eingefroren oder bei 8 °C lGiber Nacht
gelagert werden.

2.2.9.1.6 Aufreinigung der Sequenzierbibliothek mit Reinigungs-Beads (AMPure Beads)

Am dritten Tag erfolgte die Aufreinigung der hergestellten Libraries. In diesem Schritt war es sehr
wichtig besonders darauf zu achten, dass keine Reinigungs-Beads am Ende der Aufreinigung in
den Proben verblieben, da diese die Sequenzierung der Proben stark stéren kdnnten.

Die Reinigungs-Beads wurden fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Pro Probe wurden
400 pl des 70 %-igen Ethanols hergestellt. Jeweils 40 ul der PCR-Reaktion wurden in frische 1,5 ml
ReaktionsgefdaRe Uberfiihrt. Der Rest der Produkte konnte bei -20 °C aufbewahrt werden. Die
Reinigungs-Beads wurden kraftig auf dem Vortex gemischt. Es wurde ein Master-Mix aus 40 pl
H,0 und 100 pl Reinigungs-Beads pro Reaktion hergestellt. 140ul des Master-Mixes wurden zu
jeder Probe gegeben, auf dem Vortex gemischt, fiir etwa 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, abzentrifugiert und 5 Minuten auf dem Magnetstander inkubiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen und verworfen. Zu dem Pellet wurden 200 pl des 70 %-igen-Ethanols
gegeben und 30 Sekunden auf dem Magnetstinder inkubiert. Der klare Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen und verworfen. Die Zugabe des Ethanols wurde wiederholt und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde bei Raumtemperatur ca. 30 Minuten getrocknet, bis der
Ethanol vollstandig verdunstet war und das Pellet Risse aufwies. Die Reaktionsgefalle wurden vom
Magneten genommen und die Libraries durch Zugabe von 40 pl 10mM TRIS-HCI (pH 8.0) eluiert.
Die Reaktionsansatze wurden durchgemischt und fir 2 - 5 Minuten bei Raumtemperatur auf dem
Magneten inkubiert. Danach wurden die Reaktionsansatze auf dem Magneten fir weitere 2
Minuten belassen, bis die Losung vollstindig klar war. Der klare Uberstand mit den Libraries
wurde vollstdndig abgenommen und in ein neues 0,2 ml ReaktionsgefaR liberflhrt. Die Libraries
wurden mit dem 2100 BioAnalyzer quantifiziert und konnten bei - 20 °C bis zur Sequenzierung
gelagert werden.
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Die Libraries wurden mit dem MiSeq Sequencing Reagent Kit auf dem MiSeg-Sequenzierer der
Firma lllumina sequenziert. Die ermittelten Sequenzdaten wurden anschliefend mit der Software
Sequence Pilot (JSI medical systems GmbH) im Modul SeqNext ausgewertet und zur Identifizierung
von Sequenzvarianten mit der jeweiligen Referenzsequenz des zu analysierenden Gens
abgeglichen.

2.2.9.2 Prinzip des SureSelect®" Target Enrichment Systems

Das SureSelect®" Target Enrichment System der Firma Agilent Technologies ermdglicht ebenfalls

eine parallele Anreicherung und Analyse einer groRen Anzahl von Genen (Multi-Gen-Panel-(NGS)-

Diagnostik), die zuvor in einem Design mit der Software SureDesign der Firma Agilent

Technologies definiert wurden. Fir die Untersuchung wurde das , SureSelect®" Target Enrichment

for lllumina Multiplexed Sequencing” Protokoll Version DO, November 2015, zugrunde gelegt.

Der Prozessfluss zur Anreicherung der in einem Panel festgelegten Regionen umfasst die

folgenden wesentlichen Schritte:

A) Enzymatische Fragmentierung der genomischen DNA mit dem Enzym Transposase
(statistische Fragmentierung).

B) Anhangen der Adaptersequenzen an die erzeugten DNA-Fragmente.

C) Hybridisierung der SureSelect Capture-Library.

D) Reinigung der durch die Sonden gebundenen DNA-Fragmente mit Streptavidin-Beads.

E) Amplifikation der gereinigten Zielregionen.

2.2.9.2.1 Konzentrationsbestimmungen der genomischen DNA
Es wurde eine DNA-Konzentration von 46 ng (ausgehend von den mit dem QuBit 2.0 ermittelten
Konzentrationswerten) in 2 pl hergestellt (2 23 ng/ul).

2.2.9.2.2 Fragmentierung der genomischen DNA und Ligation der Adaptoren (Adapter-Tagging)
In diesem Schritt wurde die genomische DNA (gDNA) enzymatisch fragmentiert und die
Adaptoren fiir die PCR am Ende der Fragmente angelagert (Adapter-Tagging). Fir jede DNA-Probe
wurde eine Library vorbereitet.

Der Thermocycler wurde auf 37 °C eingestellt und die AMPure XP Beads bei Raumtemperatur fur
mindestens 30 Minuten inkubiert. Pro Probe wurden 800 ul des 70 %-igen-Ethanols hergestellt.
Die Reagenzien fir die Fragmentierung wurden auf dem Vortex gemischt und auf einen Kiihlblock
gestellt. Die SureSelect?” Stop Lésung wurde bereitgestellt.

Die Reagenzien wurden in 4er PCR-Cups angesetzt (s. Tab. 2.6). Der Reaktions-Master-Mix wurde
flr 20 Sekunden auf dem Vortex gemischt und kurz abzentrifugiert.

Tabelle 2.6: Reaktions-Master-Mix fiir die DNA-Fragmentierung

Komponente Volumen pro Reaktion in pl
SureSelect®"-puffer 17,0
SureSelect Enzyme Mix ILM 2,0
gDNA 23 ng/ul 2,0
Gesamtvolumen 21,0

gDNA = genomische DNA.

Nach dieser Vorbereitung wurde die gDNA im Thermocycler fir 10 Minuten bei 45 °C
fragmentiert. Nach Ablauf der Fragmentierung wurden die Proben zentrifugiert. Zu jeder Reaktion
wurden 32 pl der 1x SureSelect®” Stop Losung gegeben, kurz auf dem Vortex gemischt und
zentrifugiert. Es folgte eine Inkubation der Proben fiir 1 Minute bei Raumtemperatur.
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2.2.9.2.3 Aufreinigung der Adaptor-ligierten Bibliothek mit Reinigungs-Beads (AMPure Beads)

In diesem Schritt wurden mit Hilfe der Reinigungs-Beads (AMPure Beads) die mit dem Adaptor
ligierten Fragmente aufgereinigt. Dafir wurden 52 pl AMPure Beads in frische 1,5 ml
Reaktionsgefalle gefiillt. Zu den AMPure Beads wurden 53 pl der fragmentierten Proben gegeben.
Das Gemisch wurde vorsichtig auf- und abpipettiert und zentrifugiert. Die Proben wurden fir finf
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach fir 3-5 Minuten in den Magneten gestellt.
Der fliissige Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. 200 pl des 70 %-igen-
Ethanols wurden seitlich am Reaktionsgefall einlaufen gelassen. Nach einer einminiitigen
Einwirkung wurde das Ethanol vorsichtig abgenommen. Die Waschschritte von der Inkubation auf
dem Magneten bis zur Abnahme des Ethanols wurden einmal wiederholt. Die Pellets wurden bei
37 °Cim PCR-Cycler fur 1-3 Minuten getrocknet. Um die DNA zu eluieren, erfolgte die Zugabe von
11 pl Nuklease-freiem H,O (Ampuwa). Nachdem das H,O iber die Pellets eingelaufen lassen
wurde, wurden die Pellets vorsichtig abgel6st. Dieser Vorgang wurde wiederholt bis das Pellet
vollstandig abgel6st war. Die Proben wurden kurz zentrifugiert ohne die Beads zu pelletieren. Bei
Raumtemperatur erfolgte fir zwei Minuten die Inkubation der Proben. Die Proben wurden
danach fiir zwei Minuten in den Magneten gestellt, bis der Uberstand klar erschien. 10 ul des
klaren Uberstands wurden vorsichtig in frische PCR-ReaktionsgefiRe iiberfiihrt. Die Proben
wurden zur Weiterverarbeitung auf Eis gestellt.

2.2.9.2.4 Amplifikation der mit den Adaptoren ligierten Sequenzierbibliothek (Library)

In diesem Schritt wurden die DNA-Enden der Adaptor-ligierten-Library repariert und die DNA-
Library mittels PCR-Reaktion amplifiziert. Flr diesen Schritt wurde der Master-Mix fiir die pra-
capture-PCR (pra-PCR) bendtigt (s. Tab. 2.7).

Tabelle 2.7: Master-Mix fiir die pra-PCR

L Volumen fiir 8 Reaktionen
Komponente Volumen pro Reaktion in pl . . ..
in ul (inkl. Uberschuss)

Nuklease-freies Wasser 25 212,5
Herculase Il 5x Reaktions-Puffer 10 85
100 mM dNTP Mix (25 mM jedes dNTP) 0,5 4,25

Dimethylsulfoxid (DMSO) 2,5 21,25
SureSelect®” Primer Mix 1 8,5
Herculase Il Fusion DNA Polymerase 1 8,5
Gesamtvolumen 40,0 340

Zu jeder 10 ul Probe wurden 40 pl des pra-capture-PCR-Master-Mixes dazugegeben. Die GefalRe
wurden verschlossen, auf dem Vortex fir 5 Sekunden gemischt und kurz zentrifugiert, im
Thermocycler inkubiert und die pra-capture-PCR (s. Tab. 2.8) gestartet.

Tabelle 2.8: Einstellung des Thermocyclers fiir die pra-capture-PCR
Schritt Anzahl der Zyklen Temperatur in °C Zeit

1 1 68 2 Minuten

2 1 98 2 Minuten
98 30 Sekunden

3 8 57 30 Sekunden
72 1 Minute
72 5 Minuten

5 1 4 unendlich
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2.2.9.2.5 Aufreinigung der amplifizierten Sequenzierbibliothek mit AMPure XP Beads

Die amplifizierten Proben wurden zu 50 pl der AMPure Beads in frische 1,5 ml-Reaktionsgefalie
Uberfiihrt. Die Proben wurden durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gemischt, zentrifugiert
und fir funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten mehrere Waschschritte. Die
Proben wurden fiir 3 - 5 Minuten in den Magneten gestellt, der fliissige Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen und verworfen. Zu den Proben wurden 200 pl des 70 %-igen Ethanols
seitlich am Reaktionsgefal einlaufen gelassen, ohne die Beads aufzuwirbeln, und fiir eine Minute
auf den Beads belassen. AnschlieRend wurde das Ethanol vorsichtig abgenommen. Alle
Waschschritte wurden einmal wiederholt. Nachdem der Rest-Ethanol mit einer Pipette vollstandig
abgenommen wurde, wurden die Pellets fiir 1-3 Minuten bei 37 °C im Cycler getrocknet. Die
Pellets wurden vorsichtig abgelost, indem das 13 ul Nuklease-freie H,O (Ampuwa) Uber das Pellet
einlief. Die Proben wurden kurz zentrifugiert ohne die Beads zu pelletieren und fir zwei Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Der klare Uberstand wurde vorsichtig in neue PCR-
ReaktionsgefaRe Gberfiihrt, die bis zur Weiterverarbeitung auf Eis aufbewahrt wurden.

2.2.9.2.6 Quantifizierung der Libraries
Die Proben wurden mit dem 2100 BioAnalyzer mittels des DNA 1000-Assays quantifiziert. Die
Proben wurden jeweils auf 750 ng DNA in einem Volumen von 12 pl verdiinnt.

Die Berechnung war wie folgt:

750 ng
X (Konzentration der Probe)ng/ul

= Probenmenge pl

Probenmenge (pl) + X pl HO =12 pl

Nach der Amplifikation der pra-capture-Library-DNA sollten die optimalen Langen der Fragmente
zwischen 245 bp bis 325 bp liegen (s. Abb. 2.4).
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Abbildung 2.4: Repréasentatives Elektropherogramm der pra-capture-Analyse der ampifizierten DNA-
Library mit dem 2100 BioAnalyzer (ibernommen aus ,SureSelectQXT Target Enrichment for Illumina
Multiplexed Sequencing” Protokoll Version DO, November 2015). bp = Basenpaar. Die Peaks bei 15 bp und
1500 bp reprasentieren entsprechend den unteren und oberen Liangenmarker. Diese dienten der
Bestimmung der Fragmentenlange.
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2.2.9.1.7 Hybridisierung der Sonden und der Index-Sequenzen (Indices)

In diesen Schritten hat die Hybridisierung der vorbereiteten genomischen DNA-Library mit der
ziel-spezifischen capture-Library stattgefunden. Nach der Hybridisierung wurden die Zielmolekiile
mit Streptavidin-Beads gefangen (captured).

Zu den verdiinnten Proben wurden 5 ul des SureSelect Fast Blocker Mixes gegeben, auf dem
Vortex gemischt, zentrifugiert und die Hybridisierung durchgefihrt (s. Tab. 2.9). In den ersten
zwei Schritten wurden die Adaptoren blockiert, die an den Fragmenten gebunden waren.
Nachdem die Hybridisierungslésung (s. Tab. 2.10 und Tab. 2.11) dazugegeben wurde,
hybridisierten die Primer auf die Target-Regionen (Regions of Interest; ROI).

Tabelle 2.9: Hybridisierungsvorgang der Sonden und der Index-Sequenzen

Schritt Anzahl der Zyklen | Temperaturin °C Zeit
1 1 95 5 Minuten
2 1 65 10 Minuten
3 1 65 1 Minute
(Pause; Zugabe der Hybridisierungsldsung)

4 60 65 1 Minute

37 3 Sekunden
5 1 65 unendlich

Tabelle 2.10: Ansetzung des Hybridisierungsmixes

AT Volumen pro Reaktion Volumen fiir"8 Reaktionen
inul in wl (inkl. Uberschuss)
25 %-RNase-Blockierungslosung ) 17
(s. Tab. 2.11)
SureSelect®™ Custom Capture-Library 5 17
<3Mb
SureSelect®T Fast Hybridisierungs-Puffer 6 51
Nuklease-freies Wasser 3 25
Gesamtvolumen 13 110

Mb = Megabasenpaare.

Fir den Hybridisierungsmix wurde eine 25 %-ige-RNase-Blockierungslosung hergestellt (s. Tab.
2.11).

Tabelle 2.11: Vorbereitung der RNase-Blockierungslosung

Volumen fiir 8 Reaktionen

Komponente Volumen pro Reaktion in pl .
in pl (inkl. Uberschuss)
SureSelect RNase-Block 0,5 5
Nuklease-freies Wasser 1,5 15
Gesamtvolumen 2 20

Etwa 40 Minuten vor dem Ablauf des Programms wurden die streptavidin-coated magnetic Beads
vorbereitet. In zwei 1,5 ml Reaktionsgefalle fir jeweils 4 Proben wurden je 200 pl Beads mit 800
ul Binding-Puffer durch Auf- und Abpipettieren gemischt und kurz zentrifugiert. Nachdem die
Beads 5 Minuten in den Magneten belassen waren, wurde der Uberstand abgenommen und
nochmals 800 pl Binding-Puffer dazugeben und gemischt. Der Waschvorgang wurde noch zweimal
wiederholt. Die Beads wurden in 800 ul Binding-Puffer aufbewahrt.
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Nach der Hybridisierung wurden die Proben auf Raumtemperatur gebracht. Das Gesamtvolumen
von 30 ul des Hybridisierungsansatzes wurde zu den 200 pl gewaschenen Streptividin Beads in ein
1,5 ml Reaktionsgefdl® dazugegeben, gut gemischt und kurz zentrifugiert. Die Proben wurden fiir
30 Minuten in einen Thermomixer bei Raumtemperatur gestellt und bei 1800 rpm geschittelt.
Wahrend der Inkubationsphase der Hybridisierungsansatze wurden 3 x 200 pl ,,Wasch-Puffer 2“
pro Probe in 4er Strips abgefllt und bei 65 °C fiir 30 Minuten im PCR-Gerat inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben kurz abzentrifugiert ohne die Beads zu pelletieren und fir eine
Minute in einen Magneten gestellt. Der Uberstand wurde verworfen und die Proben aus dem
Magneten genommen. Es wurden 200 ul ,Wasch-Puffer 1“ dazugeben und durch Auf- und
Abpipettieren gemischt. Danach wurden die Proben in frische 0,2 ml 4er Strips Gberfiihrt, acht
Sekunden auf dem Vortex gemischt, zentrifugiert und fiir eine Minute in den Magneten gestellt.
Danach wurde der Uberstand der Proben verworfen. Es wurden 2 x 100 pl des aufgewirmten
Puffers zu den Proben gegeben und gemischt. Die Proben wurden auf den PCR-Stander
zuriickgestellt und mit dem Stander mit dem Vortex gemischt und kurz zentrifugiert ohne die
Beads zu pelletieren. Im PCR-Gerat wurden die Proben bei 65 °C fir 10 Minuten inkubiert. Im
Anschluss wurden die Proben fiir eine Minute in den Magneten gestellt. Der Uberstand wurde
verworfen. Der Waschvorgang wurde noch zweimal wiederholt.

Nach dem zweiten Waschvorgang wurden die Komponenten fir die zweite PCR vorbereitet
(Herculase 11 5x Puffer, 100 mM dNTP Mix, SureSelect®” P7 und P5 Index Primer und Herculase ||
Polymerase).

Nach dem Ablauf des dritten Waschvorgangs wurden die Proben kurz zentrifugiert und nochmals
in den Magneten gestellt, um alle Pufferreste abnehmen zu kénnen. Anschliefend wurden die
Proben aus dem Magneten genommen. Das Pellet wurde in 23 pl Nuklease-freiem Wasser gelost
und die Proben bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert.

2.2.9.2.8 Amplifikation der Libraries, Anhdngen der Indices (Indexing) und Reinigung der
Sequenzierbibliotheken

In diesem Schritt wurde die mit dem SureSelect-Kit angereicherte DNA-Library unter Verwendung
des spezifischen Paares von dualen Index-Primern amplifiziert. Es wurde ein PCR-Master-Mix
vorbereitet (s. Tab. 2.12), auf dem Vortex gemischt und zentrifugiert.

Tabelle 2.12: PCR-Master-Mix

Volumen pro Reaktion Volumen fiir 8 Reaktionen
Komponente ..
inul in wl (inkl. Uberschuss)
Herculase Il 5x Reaktions-Puffer 10 85
100 mM dNTP Mix (25 mM pro dNTP) 0,5 4,25
Herculase Il Fusion DNA-Polymerase 1 8
Nuklease-freies Wasser 13,5 114,75
Gesamtvolumen 25 212,0

dNTP = Desoxynukleotide.

Es wurden 25 ul des PCR-Master-Mixes zu jeder Probe mit Beads gegeben, auf dem Vortex
gemischt und zentrifugiert.

Firr jede Probe wurde eine Index-Primer-Kombination aus vorhandenen Primern festgelegt. Zu
jeder Probe wurde 1 pl des gleichen P7-Primers (von den zwdlf méglichen Primern; P7 il bis P7
i12) und je 1 pl eines unterschiedlichen P5-Primers (von P5 i13 bis P5 i20) gegeben. Die Proben
wurden sorgfialtig auf dem Vortex gemischt und kurz zentrifugiert ohne die Beads zu pelletieren.
Danach die post-capture-PCR durchgefiihrt (s. Tab. 2.13).
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Tabelle 2.13: Das PCR-Profil

Schritt Anzahl der Zyklen Temperatur in °C Zeit
1 1 98 2 Minuten
98 30 Sekunden
2 14 58 30 Sekunden
72 1 Minuten
3 1 72 5 Minuten
4 unendlich

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Proben (mit Beads) kurz zentrifugiert und bei
Raumtemperatur fiir 2 Minuten in den Magneten gestellt.

50 ul des Uberstandes jeder Probe wurden jeweils zu den 60 pl der AMPure Beads in frischen 1,5
ml Reaktionsgefdlle dazugegeben. Die Proben wurden gemischt, zentrifugiert und fir 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend wurden die Proben fiir 3 - 5 Minuten in den
Magneten gestellt, der fliissige Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Zu den
Proben, die weiterhin in dem Magneten verblieben waren, wurden 200 ul des 70 %-igen Ethanols
dazugegeben und fiir eine Minute inkubiert. Das Ethanol wurde danach vorsichtig abgenommen.
Diese Schritte wurden nochmals wiederholt.

Ethanolreste wurden mit einer Pipette vollstandig abgenommen. Die Pellets wurden bei 37 °C im
PCR-Cycler fir ca. 1-3 Minuten getrocknet. Nachfolgend wurden 25 pl Nuklease-freies H,O
dazugegeben und das Pellet wurde vorsichtig abgel6st. Die Proben wurden kurz zentrifugiert, flr
2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und fiir 2 Minuten in den Magneten gestellt.

Der klare Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und in neue PCR-ReaktionsgefiRe iberfiihrt.
Die Proben wurden zur Weiterverarbeitung auf Eis gestellt.

2.2.9.2.9 Quantifizierung der Library

Die generierte Library wurde mit Hilfe des 2100 BioAnalyzers gemessen. Die optimale
Fragmentenldange nach der Amplifizierung der post-capture-Library-DNA sollte zwischen 325 bp
bis 450 bp liegen (s. Abb. 2.5).
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Abbildung 2.5: Reprasentatives Elektropherogramm der post-capture-Analyse der ampifizierten DNA-
Libraries mit dem 2100 BioAnalyzer (libernommen aus ,SureSelectQXT Target Enrichment for Illumina
Multiplexed Sequencing” Protokoll Version DO, November 2015). Die Peaks bei 35 bp und 10380 bp
reprasentieren den unteren und oberen Langenmarker. Diese beiden Marker dienten der Bestimmung der
Fragmentldnge.
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Nach diesem Schritt konnten die Restriktions-Reaktionsansatze bis zu ihrer Weiterverarbeitung
bei - 20 °C gelagert werden.

2.2.9.2.10 Pooling der Proben fiir die Multiplex-Sequenzierung und Vorbereitung der Libraries
fir die Sequenzierung mit dem MiSeqg-System

Die Anzahl der Libraries die parallel sequenziert werden konnen, ist von den Output-
Eigenschaften der Sequenzier-Plattform (im unserem Fall des MiSeqg-Systems der Firma llumina)
und der Menge der Sequenzierdaten abhangig.

Alle mit Index markierten Proben mussten ein identisches dquimolares Volumen im Pool
aufweisen. Fiir jede Library wurde dazu die genaue Menge der Probe bestimmt:

Volumen der Probe = M
#x C(i)

V(f) = gewiinschtes Gesamtvolumen des Pools

C(f) = gewlinschte Gesamtkonzentration aller DNAs im Pool

# = Anzahl der Proben

C(i) = initiale Konzentration der Probe

Das Gesamtvolumen der gepoolten Library musste mit dem 10 mM Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer,
pH =7,5) auf das gewiinschte Gesamtvolumen angepasst werden.

2.2.9.3 Sequenzierung mit dem MiSeq Sequencing Reagent Kit

Das MiSeq Sequencing System stellt eine automatisierte Sequenzierplattform der
Gerategeneration des Next Generation Sequencing (NGS) dar. Das Gerat dient der Ermittlung von
Sequenzdaten im Bereich der molekulargenetischen Diagnostik. Dabei handelt es sich um eine
Sequenziertechnologie, die einen hohen Probendurchsatz erméglicht und dementsprechend fir
die Multi-Gen-Panel-Diagnostik eingesetzt werden kann. Die Amplifizierung der Libraries erfolgt
auf der Durchflusszelle (engl. flow cell) mittels der Bridge-Amplifizierung (engl. bridge-
amplification), d. h. das einzelne DNA-Molekiile mit beiden Enden an die Oberfliche der
Durchflusszelle binden und somit klonal amplifiziert werden. Es enstehen etwa 1000-1400 Klone
pro Cluster (Quail et al. 2008; Voelkerding et al. 2009) (s. Abb. 2.6).
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Abbildung 2.6: Amplifizierung der Libraries auf der lllumina-Plattform MiSeq und Vorbereitung auf die
Sequenzierung. Die Adaptoren einzelner DNA-Molekiile binden an die komplementare Sequenz der
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Oligonukleotide an der Oberflache der Durchflusszelle (engl. flow cell). Diese bilden Briicken (engl. bridge)
mit dem Adaptor an dem anderen Ende des Fragments, der an ein weiteres Oligonukleotid an der
Oberflache der Durchflusszelle bindet. Die Polymerase synthetisiert den komplementdren DNA-Strang.
Dieser bildet weitere Briicken und neue Strédnge werden mittels der Bridge-Amplifizierung synthetisiert.
Somit entstehen etwa 1000 bis 1400 Klone in einem Cluster (modifiziert nach lllumina www.illumina.com).

Fiir die Sequenzierung werden die Cluster denaturiert. Nach der chemischen Reaktion und dem
Waschvorgang werden nur die Forward-Strange belassen. Fir die Sequenzierung sind eine
Polymerase und Zugabe von allen vier mit jeweils einem unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoff
(fluorescent reversible dye terminators) markierten Basen notwendig. Die Terminatoren werden
anhand der komplementidren DNA-Sequenz inkorporiert. Der Uberschus wird abgewaschen. Die
Farbstoffe werden optisch angeregt, sodass die Fluoreszenz ermittelt werden kann. Dieser
Vorgang wird mehrmals wiederholt (s. Abb. 2.7). Wenn die Forward-Stiange komplett sequenziert
sind, wird der Vorgang fiir die Reverse-Strange wiederholt. Die Sequenzen einzelner Fragmente
sind im Durchschnitt 151 Basenpaare lang (Quail et al. 2008; Voelkerding et al. 2009; Metzker
2010).
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Abbildung 2.7. Sequenzierung der Libraries mit der MiSeq-Plattform der Firma Illumina. Fir die
Sequenzierung sind eine Polymerase und die Inkorporation von allen vier mit jeweils einem Fluoreszenz-
Farbstoff (fluorescent reversible dye terminators) markierte Basen notwendig. Der Uberschus wird
abgewaschen. Die Farbstoffe werden optisch angeregt, sodass die Fluoreszenz ermittelt werden kann.
Dieser Vorgang wird mehrmals wiederholt. Wenn die Forward-Strange komplett sequenziert sind, wird der
Vorgang fiir die Reverse-Strange wiederholt (modifiziert nach Voelkerding et al. 2009; Metzker 2010).

2.2.9.3.1 Vorbereitung fiir die Sequenzierung mit dem MiSeg-System

Die optimale Konzentration fiir die SureSelect®" Target-enriched Library liegt bei 8 pM bis 12 pM
fir den MiSeg-Sequenzierer. Fiir die Sequenzierung der TruRisk™-Library wurden 12 pM der
Library eingesetzt.

Die mittels Bioanalyzer 2100 quantifizierten Proben wurden auf 4nM in einem Volumen von 20ul
oder mehr verdiinnt.

Pro Probe wurden 5 pl der verdlinnten Library in ein 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefall gegeben.
Aufgrund der unterschiedlichen Index-Primer ist eine Unterscheidung der Proben weiterhin
moglich. 5 pl einer 0,2 M NaOH-Losung wurden dazugegeben. Der Ansatz wurde auf dem Vortex
fir eine Minute gemischt und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (Denaturierung der
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DNA in Einzelstrange). AnschlieRend wurden 990 pl des HT1-Puffers zu den 10 ul der
denaturierten DNA dazugegeben. Es resultiert eine 20 pM Library in 1 mM NaOH. Die
denaturierte DNA musste noch auf eine gewlinschte Konzentration von 12 pM dilutiert werden, d.
h. zu 360 pl der 20 pM denaturierten DNA wurden 240 ul der HT1-Puffer dazugegeben, gemischt
und zentrifugiert. Die denaturierte und dilutierte DNA konnte dann bis zur weiteren Verarbeitung
auf Eis gelagert werden.

Im nachsten Schritt wurde die Kontroll-DNA (PhiX Control) vorbereitet, die als Positivkontrolle
mitsequenziert wurde. Die 2 pl der 10 nM Kontroll-DNA wurden denaturiert. 20 pM der
denaturierten Kontroll-DNA (375 ul) wurden mit 225 ul des Hybridisierungs-Puffers dilutiert.
Somit wurde eine Cluster-Dichte von 1000 - 1200 K/mm? erzielt.

Zu jeder der fertig verdiinnten Libraries wurde ein 5 %-iger Anteil an Kontroll-DNA gegeben, d. h.
70 ul der fertig verdiinnten Library + 30 pul der denaturierten Kontroll-DNA (Arbeitslésung = 12,5
pM).

Fur das SureSelect®™” Enrichment-System wurde die Sequenzierchemie MiSeq Sequencing Reagent
Kit v3 Chemie verwendet. Bei dem Target-Enrichment mit SureSelectQXT musste die Cartridge
(Sequenzier-Kassette) speziell vorbereitet werden. Aus den Positionen 12, 13 und 14 der Catridge
musste das gesamte vorhandene Volumen auspipettiert werden und mit jeweils 3ul der QXT-
Primer vermischt werden. Diese Mischungen mussten in eine neue Position in der Catridge
einpipettiert werden (Gemisch aus der Position 12 in die Position 18 (Read Primer 1), aus der
Position 14 in die Position 20 (/Index Read Primer) und aus der Position 13 in die Position 19 (Read
Primer 2)). 600 pul der fertigen Libraries wurden direkt in die Catridge gegeben.

Die mit dem MiSeg-Sequenzierer ermittelten Sequenzen wurden in das Programm Sequence Pilot
hochgeladen. Die ermittelten Sequenzdaten wurden mit der Software Sequence Pilot (JSI medical
systems GmbH) im Modul SeqNext ausgewertet und zur ldentifizierung von Sequenzvarianten mit
der jeweiligen Referenzsequenz des zu analysierenden Gens abgeglichen.

Das TruRisk™-Panel umfasst die folgenden 34 Gene: ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1,
CHEK2, ERCC2, FAM175A, FANCA, FANCL, FANCM, GPRC5A, MAP3K1, MLH1, MRE11A, MSH2,
MSH6, MUTYH, MYCT1, NBN, PALB2, PIK3CA, PMS2, PPM1D, PTEN, RAD50, RAD51C, RAD51D,
RINT1, SMARCA4, STK11, TP53, XRCC2 (s. auch Anhang Tab. 6.2). Fett gekennzeichnet sind die
vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs definierten 10 Core-Gene, die
ebenfalls in der Routinediagnostik angeboten wurden und in dieser Dissertation analysiert und
ausgewertet wurden.

2.2.10 Long-Range-PCR

Die Exons 11 bis 15 des CHEK2-Gens besitzen untereinander eine 95,0 % - 98,0 %-ige Homologie
mit den CHEK2-Pseudogenen auf den Chromosomen 7, 10, 15, 16, 22 und X (Sodha et al. 2000).
Die Sequenzen dieser Exone des CHEK2-Gens konnten nach der Erstellung der Library mittels der
HaloPlex-Technologie und in der Anfangsphase der Verwendung der SureSelect®’-Technologie
nicht ausgewertet werden. Wegen der Pseudogene konnten die Exone 11 bis 15 des CHEK2-Gens
ebenfalls nicht mittels einer normalen PCR amplifiziert werden, da die Pseudogene mitamplifiziert
wirden. Daher wurde eine Long-Range-PCR eingesetzt. Die genomische DNA des gewiinschten
Abschnitts (Exon 11 bis 15) wurde mittels Long-Range-PCR (Forward (for) Primer ist im Intron 9
und der Reverse (rev) Primer in der 3°'UTR des CHEK2-Gens (NM_007194) lokalisiert) amplifiziert
(s. Abb. 2.8). Diese Primer amplifizieren spezifisch ein etwa 10 kb grofRes genomisches Fragment
des CHEK2-Gens (Shaag et al. 2005).
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Exon 9 Exon 10 Exon 11 Exon 12 Exon 13 Exon 14 Exon 15
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—_— ¢

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der Primerlokalisation fiir die Amplifikation des genomischen
Fragments von Exon 10 bis 15 des CHEK2-Gens. Schematische Darstellung eines Abschnittes des CHEK2-
Gens. Sieben Exons und sechs Introns der genomischen DNA des CHEK2-Gens mit deren Nummerierungen
sind angegeben. Die Lokalisation des forward (for) Primers im Intron 9 und des reverse (rev) Primers in der
3'UTR sind jeweils mit einem Pfeil markiert. Diese Primer liegen in den Bereichen von nicht-homologen
Sequenzen zu den CHEK2-Pseudogenen. Mit einer anschlieBenden Nested-PCR mit Primern fir die
jeweiligen Exone 11 bis 15 wurden diese Exone des CHEK2-Gens amplifiziert und anschlieBend mittels
Sanger-Technologie sequenziert.

Um die Produkte zu visualisieren, wurden 10 ul des PCR-Produkts auf ein 0.8 %-iges Agarose-Gel
aufgetragen. AnschlieBend wurden die Exons 11 bis 15 direkt amplifiziert (Nested-PCR) und mit
Hilfe der Sanger-Methode sequenziert. Die ermittelten Sequenzdaten wurden mit der Software
Sequence Pilot Modul SeqPilot (JSI medical systems GmbH) im Modul SeqPatient ausgewertet und
zur ldentifizierung von Sequenzveranderungen mit der Referenzsequenz abgeglichen.

2.2.11 Auswertung der NGS-Sequenzen

Die Gen-Sequenzen ermittelt nach Sequenzierung auf der MiSeg-Plattform von lllumina wurden
mit dem Auswerteprogramm SequencePilot (JSI medical systems Gmbh) im Modul SeqNext
ausgewertet.

2.2.12 Klassifizierung der Sequenzvarianten

Um die Gensequenzen der Patienten mit der korrekten Referenzsequenz der Core-Gene
vergleichen zu kdnnen, wurden den analysierten Genen entsprechende Referenzsequenzen nach
der ENST- (Ensembl genome browser 88) bzw. der NM-Nomenklatur (aus NCBI-National Center for
Biotechnology Information) zugeordnet (s. Tab. 2.14).

Tabelle 2.14: Core-Gene mit entsprechenden Nummern der Referenzsequenzen

Gen NM_Nummer* ENST_Nummer*
ATM NM_000051 ENST00000278616
BRCA1 NM_007294 ENST00000357654
BRCA2 NM_000059 ENST00000544455
CDH1 NM_004360 ENST00000261769
CHEK2 NM_007194 ENST00000328354
NBN NM_002485 ENST00000265433
PALB2 NM_024675 ENST00000261584
RAD51C NM_058216 ENST00000337432
RAD51D NM_002878 ENST00000345365
TP53 NM_000546 ENST00000269305

# NM_Nummer tibernommen aus NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/howto/find-transcript-gene/).
#LENST_Nummer libernommen aus Ensembl genome browser 88 (www.ensembl.org).

Um die Klassifizierung der Pathogenitat der identifizierten Sequenzvarianten in den Core-Genen
definieren zu kdnnen, wurden die Datenbank des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust- und
Eierstockkrebs, die nur fiir Mitglieder des Konsortiums zugéngig ist, sowie andere frei verfligbare
oder lizenzierte Datenbanken verwendet (s. Tab. 2.15).



Material und Methoden 57

Tabelle 2.15: Datenbanken fiir die Einschatzung der Pathogenitat der detektierten Sequenzvarianten

Datenbank Homepage

Datenbank des Deutschen Konsortiums Familidrer | Nur fir Mitglieder des Deutschen Konsortiums
Brust- und Eierstockkrebs (BRCA2006) Familidrer Brust- und Eierstockkrebs verfiighar
BIC-(Breast Cancer Information Core)-Datenbank https://research.nhgri.nih.gov/bic

HGMD  (Human  Gene  Mutation  Database)- https://portal.biobase-international.com/hgmd
Professional

Clinvar (NCBI) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar

LOVD v.3.0 (Leiden Open Variation Database) http://www.lovd.nl/3.0/home

EXAC - Exome Aggregation Consortium http://www.exac.broadinstitute.org

Wenn eine identifizierte Sequenzvariante nicht in einer der oben genannten Datenbanken gelistet
war, wurden fir die mogliche Einschatzung der Pathogenitdt frei im Internet verfligbare
computergesteuerte Vorhersageprogramme verwendet (s. Tab. 2.16). Mit diesen Programmen
wurde anhand der unterschiedlichen Algorithmen die Pathogenitdt der Sequenzvarianten
eingeschatzt. Vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs wurde definiert,
dass eine nicht beschriebene Sequenzvariante, die mit mindestens drei Vorhersageprogrammen
als pathogene Mutation eingestuft wird, hochstens als eine Variante unklarer Signifikanz (VUS)
eingeschatzt werden darf.

Tabelle 2.16: Vorhersageprogramme fiir die Einschatzung der Pathogenitat der Sequenzvarianten

Vorhersageprogramm Homepage

SIFT http://sift.jcvi.org/

MutationTaster http://www.mutationtaster.org/
PolyPhen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
Human Splicing Finder Version 3.0 http://www.umd.be/HSF3/

2.3 Statistische Auswertung der Daten

Alle statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe von Herrn Dr. rer. nat. Andreas Leha aus der
Abteilung Medizinische Biometrie und Statistische Bioinformatik der UMG durchgefiihrt. Der
Einfluss der Co-Faktoren auf die Detektionsrate der Mutationen wurde mit dem logistischen
Regressionsmodell berechnet. Die Auswertungen wurden mit dem statistischen Programm
,statistic software R” (Version 3.3.1, www.r-project.org) mit dem R-Paket Ime4 fiir das logistische
Regressionsmodell vorgenommen. Die Grenze fiir die statistische Signifikanz wurde bei 5 %
gesetzt.

2.4 Ethische Aspekte

Die vorliegende Dissertation ist im Rahmen der humangenetischen Betreuung von Patienten mit
Verdacht auf ein hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom entstanden. Die Ethikkommission der
Georg-August-Universitat Gottingen hat mit Schreiben vom 02.06.2015 unter der Antragsnummer
DOK_227 2015 keine ethischen oder rechtlichen Bedenken gegeniber dieser Studie mit dem Titel
yldentifizierung von Patientinnen und Patienten mit der hereditdren Form des Mamma- und
Ovarialkarzinoms mittels Next-Generation-Sequencing-(NGS)-Technologie” geduRert.
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung der Studie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde im Zeitraum von Mai 2015 bis September 2016 ein Kollektiv von
200 Patienten mit den erfillten klinischen Kriterien fir eine molekulargenetische Untersuchung
bei Verdacht auf eine hereditire Form des Mamma- und Ovarialkarzinoms molekulargenetisch
analysiert. Bei allen 200 Patienten wurden im Rahmen einer genetischen Beratung die Eigen- und
Familienanamnese sowie ein Stammbaum der Familie Uber mindestens drei Generationen
erhoben. Die genetischen Beratungen erfolgten bei 160 Patienten (80,0 %) im Rahmen der
Interdisziplindren  Brustkrebsrisikosprechstunde des Brustkrebszentrums der Klinik fir
Gynakologie und Geburtshilfe der Universitdtsmedizin Gottingen (UMG) durch eine Fachérztin fur
Humangenetik und bei 40 Patienten (20,0 %) im Rahmen der humangenetischen Sprechstunde
des medizinischen Versorgungszentrums (MVZ) im Institut fiir Humangenetik der UMG. Bei der
humangenetischen Beratung wurde anhand des erhobenen Stammbaums entschieden, ob die
vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs definierten Kriterien fir eine
molekulargenetische Untersuchung bei V. a. eine hereditire Form des Mamma- und
Ovarialkarzinoms bei dem jeweiligen Patienten erfiillt waren. In einem solchen Fall wurde dem
Patienten eine molekulargenetische Analyse der sogenannten 10 Core-Gene (ATM, BRCAI,
BRCA2, CDH1, CHEK2, NBN, PALB2, RAD51C, RAD51D und TP53) angeboten. Im Fall, dass die
Kriterien nicht erfiillt waren bzw. kein Indexpatient verfligbar war, wurde fiir den ratsuchenden
Patienten eine Risikoberechnung mit Hilfe des Risikokalkulationsprogramms Cyrillic 2.13
vorgenommen. Wenn dadurch das Heterozygoten-Risiko fiir eine autosomal-dominant vererbte
Mutation in einem der 10 Core-Gene des Patienten die definierte Grenze von > 20 % (iberschritten
hatte, wurde dem Patienten eine molekulargenetische Untersuchung dieser Gene angeboten.

Die DNA-Proben aller 200 Patienten wurden aus EDTA-Blutproben extrahiert und nachfolgend mit
Hilfe eines Multi-Gen-Panels und Next-Generation-Sequencing (NGS) analysiert. Es wurden die
vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs definierten o. g. 10 Core-Gene
auf das Vorliegen von Keimbahnmutationen hin analysiert. Weiterhin wurde bei allen 200
Patienten zur Erfassung von gréBeren genomischen Rearrangements (Deletionen oder
Duplikationen) eine MLPA-Analyse der Gene BRCA1, BRCA2 und CHEK2 durchgefiihrt. Bei 181
Patienten (90,5 %) wurde zusatzlich die MLPA-Analyse der Gene PALB2, RAD51C und RAD51D
durchgefiihrt. Diese Untersuchung erfolgte nicht bei allen Patienten, da bei diesen Patienten die
MLPA-Analyse der Gene PALB2, RAD51C und RAD51C diagnostisch nicht angefordert war und die
MLPA-Untersuchung dieser Gene nicht zusatzlich durchgefiihrt wurde.

3.2 Klinische Charakteristika der analysierten Patienten-Kohorte

Es wurden genomische DNA-Proben von insgesamt 196 weiblichen (98,0 %) und vier mannlichen
(2,0 %) Patienten analysiert. Bei 173 Patienten (86,5 %) der untersuchten Kohorte wurde
praanalytisch ein Mammakarzinom diagnostiziert. Bei 22 Patienten (12,7 %) mit der Diagnose
Mammakarzinom wurde weiterhin ein kontralaterales Mammakarzinom identifiziert. Bei vier der
an Mammakarzinom erkrankten Patienten wurde zuséatzlich ein Ovarialkarzinom diagnostiziert.
Ein Patient war an einem Mamma- und einem kolorektalen Karzinom erkrankt. Bei 10 Patienten
(5,0 %) lag ausschlieBlich die Diagnose eines Ovarialkarzinoms vor. Bei 17 der untersuchten
Patienten (8,5 %) konnten klinisch kein Mamma- oder Ovarialkarzinom diagnostiziert werden.
Aufgrund des mit Hilfe des Risikokalkulationsprogrammes Cyrillic 2.13 berechneten Heterozygoten-
Risikos von > 20 % wurden diese Patienten molekulargenetisch auf Sequenzvarianten in den o. g.
10 Core-Genen hin analysiert.

Bei allen 200 untersuchten Patienten dieser Kohorte wurden die klinischen Daten zu den Mamma-
und Ovarialkarzinomen erfasst. So wurden das Erkrankungsalter der Patienten bei der
Erstdiagnose des Mamma- und/oder Ovarialkarzinoms und das Vorhandensein eines ein- oder
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beidseitigen Mammakarzinoms festgehalten. Weiterhin wurde ermittelt, ob die vom Deutschen
Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs definierten Kriterien erfillt wurden. Zusatzlich
wurden das Heterozygoten-Risiko fir eine autosomal-dominant vererbte Mutation
(Anlagetragerschaft) fur ein hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom und das Risiko bis zum 85.
Lebensjahr an einem Mammakarzinom zu erkranken mit dem Risikokalkulationsprogramm Cyrillic
2.13 berechnet. Ebenso wurden der histologische Tumortyp und der jeweilige Rezeptorstatus
(Ostrogenrezeptor a = ERa, Progesteron-Rezeptor = PR und ERRB2-Rezeptor) des
Mammakarzinoms und das Vorhandensein weiterer Tumoren (auRer Mamma- und
Ovarialkarzinomen) iber drei Generationen der Verwandtschaft aufgenommen.

3.2.1 Alterserfassung der Patienten bei Erstdiagnose eines Mamma- oder
Ovarialkarzinoms

Um einen Uberblick tber die Verteilung des Erkrankungsalters bei der Erstdiagnose des Mamma-
oder Ovarialkarzinoms zu erhalten, wurden die Patienten in sieben Altersgruppen anhand des
Erkrankungsalters bei der Erstdiagnose des Mamma- oder Ovarialkarzinoms eingeteilt. Das
durchschnittliche Alter der Patienten bei der Erstdiagnose des Mamma- oder Ovarialkarzinoms im
untersuchten Kollektiv betrug 41,9 Jahre. 68 der untersuchten Patienten (34,0 %) erkrankten
zwischen dem 40. und 49. Lebensjahr an einem Mamma- oder Ovarialkarzinom, die zweitgrofite
Altersgruppe mit 43 Patienten (21,5 %) erkrankte zwischen dem 50. und 59. Lebensjahr. Die
drittgrofSte Gruppe mit 32 Patienten, die an einem Mamma- oder Ovarialkarzinom erkrankten
(16,0 %) war die Altersgruppe zwischen dem 30. und 39. Lebensjahr, gefolgt von 10 Patienten (5,0
%), die vor dem 29. Lebensjahr erkrankt waren, sieben Patienten (3,5 %), die zwischen dem 70.
und 79. Lebensjahr und vier Patienten (2,0 %), die zwischen dem 80. und 89. Lebensjahr
erkrankten. 17 der molekulargenetisch untersuchten Patienten (8,5 %) waren nicht an einem
Mamma- oder Ovarialkarzinom erkrankt (s. Tab. 3.1).

Weibliche Patienten erkrankten mit einem mittleren Erkrankungsalter von 47,4 Jahren an einem
Mammakarzinom, bei den mannlichen Patienten wurde ein mittleres Erkrankungsalter fir ein
Mammakarzinom von 54,0 Jahren ermittelt. Das mittlere Erkrankungsalter weiblicher Patienten
flr ein Ovarialkarzinom betrug in diesem Patentenkollektiv 60,4 Jahre.

Tabelle 3.1: Erkrankungsalter der analysierten Patienten bei Erstdiagnose eines Mamma- oder
Ovarialkarzinoms

Altersgruppen bei der Ersterkrankung eines MCa oder OvCa (in Jahren) Anzahl der Patienten
0-29 10
30-39 32
40-49 68
50-59 43
60-69 19
70-79 7
80-89 4
kein MCa/OvCa 17

MCa = Mammakarzinom; OvCa = Ovarialkarzinom.

3.2.2 Einteilung der untersuchten Patienten in Bezug auf die erfiillten Kriterien
fiir eine molekulargenetische Analyse der 10 Core-Gene

Das Deutsche Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs hat spezifische Kriterien fiir die
Durchfiihrung einer molekulargenetischen Analyse bei Verdacht auf ein hereditares Mamma- und
Ovarialkarzinom definiert (s. Einleitung, Tab. 1.3). Jeder der 200 in dieser Arbeit untersuchten
Patienten erflllte eines der definierten Kriterien. Um zu ermitteln, wie diese Kriterien in der
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untersuchten Kohorte verteilt waren und wie sich die Haufigkeit der erfiillten Kriterien darstellte,
wurde die Verteilung dieser Kriterien analysiert.

72 der untersuchten Patienten (36,0 %) erfiillten das Kriterium A, gefolgt von 44 Patienten (22,0
%), die das Kriterium G erfiillten. Die drittgroBte Gruppe waren 27 Patienten (13,5 %), die das
Kriterium J erfillten. Es folgten jeweils 17 Patienten (8,5 %), die das Kriterium R und Y erfillten.
Die kleinsten Gruppen waren vier Patienten (2,0 %), die das Kriterium N, drei Patienten (1,5 %),
die das Kriterium U und zwei Patienten (1,0 %), die das Kriterium Z erfillten (s. Abb. 3.1).

4(2,0%) 3(15%) 2(1,0%)

Erfiilltes Kriterium:

W Kriterium A

Kriterium G

m Kriterium J

M Kriterium R

m Kriterium Y

M Kriterium Q

m Kriterium N

M Kriterium U

Kriterium Z

44
(22,0%)
G

Abbildung 3.1: Einteilung der untersuchten Patienten nach der Haufigkeit der erfiillten Kriterien. Die
Patienten der untersuchten Kohorte wurden nach den erfiillten Kriterien, definiert vom Deutschen
Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs, eingeteilt. Jede Farbe des Kreises reprasentiert eines der
erfillten Kriterien. Die Kriterien sind mit Buchstaben durchnummeriert (A, G, J, N, Q, R, U, Y und Z). Die Zahl
im Kreis reprasentiert die Anzahl der Patienten, die ein bestimmtes Kriterium erfiillten. In Klammern ist die
entsprechende Prozentzahl aufgefiihrt. Es wurde eine Wichtung nach der Haufigkeit der erfillten Kriterien
vorgenommen.

3.2.3 Risikoberechnung der Patienten-Kohorte mit Hilfe des Risikokalkulations-
Programms Cyrillic 2.13

Das Risikokalkulationsprogramm Cyrillic 2.13 wurde fiir die Berechnungen des Heterozygoten-
Risikos der Anlagetragerschaft einer Mutation in einem der Core-Gene und des Lebenszeitrisikos
bis zum 85. Lebensjahr an einem Mammakarzinom zu erkranken verwendet. Dazu wurde ein
Stammbaum des Patienten Gber mindestens  drei Generationen in das
Risikokalkulationsprogramm eingegeben. Das Risikokalkulationsprogramm Cyrillic 2.13 betrachtet
allerdings nur Mamma- und Ovarialkarzinome in seiner Berechnung, jedoch keine weiteren
Tumorerkrankungen.

Aus diagnostischer Sicht sowie nach den Richtlinien des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust-
und Eierstockkrebs missen die o. g. Risiken prdanalytisch fiir Patienten mit dem Verdacht auf das
hereditdre Mamma- und Ovarialkarzinom berechnet werden, bei denen in der Familie kein
lebender bzw. verfligbarer Indexpatient vorhanden ist. Ebenfalls gilt diese Regelung
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postanalytisch fir Patienten < 50 Jahre ohne eine identifizierte wahrscheinlich pathogene oder
pathogene Mutation in einem der 10 Core-Gene. Im Rahmen dieser Dissertation wurden die
Risiken fir alle 200 Patienten unabhangig von der diagnostischen Indikation berechnet. Somit
kénnen die Risiken des jeweiligen Patienten mit der Detektionsrate der Sequenzvarianten der
ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den 10 Core-Genen sowie mit den klinischen Angaben der Patienten
und der Tumore verglichen werden.

Wird bei nicht an einem Mammakarzinom erkrankten Patienten ein Heterozygoten-Risiko von 2
20 % oder ein Lebenszeitrisiko von = 30 % ermittelt, so kann diesen Patienten eine
molekulargenetische Untersuchung der 10 Core-Gene angeboten werden. Frauen mit aktuellem
Alter < 50 Jahre mit den o. g. berechneten Risiken, aber ohne Detektion einer wahrscheinlich
pathogenen oder pathogenen Mutation bzw. nach Identifizierung einer Sequenzvariante der
ACMG-Klasse 3 in einem der 10 Core-Gene steht ein intensiviertes Friiherkennungs- bzw.
Nachsorgeprogramm (IFNP) zur Verfligung.

Das mittlere berechnete Heterozygoten-Risiko der gesamten Patienten-Kohorte lag bei 38 £ 30 %.
Das Lebenszeitrisiko an einem Mammakarzinom bis zum 85. Lebensjahr zu erkranken betrug in
der gesamten untersuchten Patienten-Kohorte 27 + 21 %.

3.2.4 Heterozygoten-Risiko fiir eine autosomal-dominant vererbte Mutation in
einem der 10 Core-Gene in Abhdngigkeit vom erfiillten Kriterium

Das Heterozygoten-Risiko wurde fiir jeden Patienten der Kohorte in Abhangigkeit vom
Stammbaum (ber mindestens drei Generationen mittels des Risikokalkulationsprogramms Cyrillic
2.13 berechnet. Das Heterozygoten-Risiko wurde berechnet um es mit den jeweiligen empirischen
Risiken, generiert vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs (Meindl et al.
2011), vergleichen zu kénnen. Somit konnte die Stringenz des jeweiligen erfiillten Kriteriums mit
dem vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs definierten empirischen
Risiken verglichen werden.

Fir die Patienten mit dem erfiillten Kriterium R wurde der héchste Mittelwert des Risikos flr die
Anlagetragerschaft einer Mutation in einem der 10 Core-Gene (61,6 %) berechnet, gefolgt von
den Patienten mit dem erfillten Kriterium N (56,5 %) (s. Abb. 3.2). Das dritthéchste
Heterozygoten-Risiko (46,2 %) wiesen Patienten auf, die das Kriterium U erfillten. Es folgte die
Gruppe der Patienten mit dem erfillten Kriterium A mit einem Heterozygoten-Risiko von 44,1 %.
Mit einem Heterozygoten-Risiko von 40,2 % folgt anschliefend die Gruppe der Patienten mit dem
erfillten Kriterium J. Bei Patienten mit dem erfillten Kriterium Z konnte ein Heterozygoten-Risiko
von 37,2 % ermittelt werden, gefolgt von Patienten mit dem erfillten Kriterium Y (33,2 %). Die
niedrigsten Mittelwerte der Heterozygoten-Risiken von 23,7 % bzw. von 17,5 % wurden fiir die
Patienten mit dem erfillten Kriterium G bzw. Kriterium Q berechnet (s. Abb. 3.2).
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Kriterium R: Mindestens eine Frau ist an einem bilateralen MCa erkrankt_
wobei das erste MCa vor dem 51. Lebensjahr aufgetreten ist.

Kriterium N: Mindestens eine Frau ist an einem MCa und OvCa erkrankt. — [ e
Kriterium U: Mindestens ein Mann ist an einem MCa und mindestens ein_

Frau ist an einem MCa und/oder OvCa erkrankt.

Kriterium A: Mindestens drei Frauen aus der gleichen Linie einer Familie_

sind an einem MCa erkrankt (unabhangig vom Alter bei der Erstdiagnose).

Kriterium J: Mindestens eine Frau ist an einem MCa und mindestens eine_—

Frau ist an einem OvCa erkrankt.

Kriterium Z: Mindestens zwei Frauen sind an einem OvCa erkrankt. _
Kriterium Y: Keine Indexpatientin vorhanden; Heterozygoten-Risiko fiir
die Anlagetragerschaft mittels Cyrillic 2.13 = 20,0 %. —
Kriterium G: Mindestens zwei Frauen aus der gleichen Linie einer —
Familie sind an einem MCa erkrankt, davon eine vor dem 51. Lebensjahr.
Kriterium Q: Mindestens eine Frau ist vor dem 36. Lebensjahr an einem -
MCa erkrankt.

0,0 10,0 200 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0

(%)

Abbildung 3.2: Darstellung des Heterozygoten-Risikos der Patienten-Kohorte in Korrelation zum erfiillten
Kriterium. Fir jeden untersuchten Patienten wurde entweder pra- oder postanalytisch das Heterozygoten-
Risiko fur eine Anlagetragerschaft einer autosomal-dominant vererbten Mutation in einem der 10 Core-
Gene mittels des Risikokalkulationsprogramms Cyrillic 2.13 berechnet. Der Mittelwert dieses
Heterozygoten-Risikos wurde fir die jeweilige Patientengruppe mit dem entsprechenden erfiillten
Kriterium dargestellt. MCa = Mammakarzinom; OvCa = Ovarialkarzinom.

3.2.5 Histologische Formen und Rezeptorstatus der Mammakarzinome

Der histologische Typ und der jeweilige Rezeptorstatus der Mammakarzinome wurden in der
Mehrzahl der Falle von Mitarbeitern des Instituts fiir Pathologie der UMG oder von Mitarbeitern
des Instituts fir Pathologie Nordhessen in Kassel erfasst. Aus der Literatur ist bekannt, dass
bestimmte histologische Subtypen der Mammakarzinome mit Mutationen vor allem im BRCA1-
Gen assoziiert sind (Lee et al. 2011). Um diese Assoziation sowie weitere Korrelationen in dieser
Patienten-Kohorte aufzuzeigen, wurden die histologischen Subtypen der Mammakarzinome bei
den erkrankten Patienten ermittelt. Bei 105 der untersuchten Patienten (52,5 %) konnte ein
invasiv duktales Mammakarzinom nachgewiesen werden. Bei der ndchstgrofften Gruppe konnte
bei 32 Patienten (16,0 %) ein DCIS (duktales Carcinoma in situ) identifiziert werden, gefolgt von 16
Patienten (8,0 %) mit einem invasiv lobuldaren Mammakarzinom. Nur zwei Mammakarzinome (1,0
%) wiesen eine medulldre Histologie auf. Die Angaben zum histologischen Subtyp des
Mammakarzinoms fehlten bei insgesamt 33 Patienten (16,5 %).

Bei der Analyse des jeweiligen Rezeptorstatus der Mammakarzinome wird die Expression des ERaq,
des PR und die Uberexpression des ERBB2-Rezeptors im Tumorgewebe bestimmt. Der
Rezeptorstatus der o. g. Rezeptoren im Mammakarzinom kann in Assoziation mit dem
Stammbaum Hinweise auf einen hereditdren Ursprung der Tumore liefern (Honrado et al. 2005,
Lee et al. 2011).

Die Information lber das Expressionsmuster aller drei o. g. Rezeptoren im Tumorgewebe war fir
138 der Mammakarzinome erhaltlich. Bei den untersuchten Patienten wurden unterschiedliche
Expressionsmuster dieser drei Rezeptoren im Gewebe des Mammakarzinoms beobachtet. Das
weitverbreiteste Expressionsmuster war eine Expression des ERa und des PR und keine
Uberexpression des ERBB2-Rezeptors bei 63 der untersuchten Mammakarzinome (45,7 %). Das
zweithaufigste Expressionsmuster waren die triple-negativen Mammakarzinome (kein Nachweis
der Expression des ERa und des PR und ohne Uberexpression des ERBB2-Rezeptors im
Tumorgewebe) bei 32 Mammakarzinomen (23,2 %). Die dritthdufigste Gruppe waren die
Mammakarzinome mit exprimierten ERa und PR mit Uberexpression des ERBB2-Rezeptors im
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Tumor bei 21 Mammakarzinomen (15,2 %). Andere Kombinationen der Expression/
Uberexpression dieser drei Rezeptoren in den Mammakarzinomen wurden deutlich seltener
beobachtet. Es wurden sechs Félle (4,3 %) mit nicht nachgewiesener Expression von ERa und PR
und Uberexpression des ERBB2-Rezeptors identifiziert. Bei funf Fillen (3,6 %) konnte die
Expression des ERa nachgewiesen werden sowie eine Uberexpression des ERBB2-Rezeptors ohne
Nachweis der Expression des PR. Bei weiteren flinf Fallen (3,6 %) konnte die Expression des ERa
detektiert werden. Es konnte kein Nachweis der Expression der PR und der Uberepression des
ERBB2-Rezeptors beobachtet werden. Die kleinsten Gruppen waren drei Fille (2,2 %) mit der
Expression des PR und nicht nachgewiesener Expression der ERa und der Uberexpression des
ERBB2-Rezeptors sowie zwei Fille (1,4 %) mit der Expression des PR und der Uberexpression von
ERBB2-Rezeptor und nicht nachgewiesener Expression des ERa. Bei allen anderen
Mammakarzinomen war entweder die Information zur Expression/Uberexpression der o. g.
Rezeptoren unvollstdandig oder fehlte vollkommen.

3.2.6 Weitere Tumorerkrankungen in den Familien iiber drei Generationen

Neben den Mamma- und Ovarialkarzinomen wurden in den Stammbdumen der untersuchten
Patienten Uber mindestens drei Generationen weitere Tumorerkrankungen beobachtet. Diese
Information wurde ermittelt, um das gesamte Tumorspektrum in den Familien mit Verdacht auf
ein hereditares Mamma- und Ovarialkarzinom abzudecken.

Weitere Tumorerkrankungen lagen in 102 Familien (51,0 %) der untersuchten Patienten vor. Am
haufigsten wurde in 54 Fallen (52,9 %) ein kolorektales Karzinom beobachtet, gefolgt von 25
Fallen (24,5 %) mit einem Prostatakarzinom, an dritter Stelle wurden Magen- und
Pankreaskarzinome in jeweils 16 Fallen (15,7 %) nachgewiesen, gefolgt von Lungenkarzinomen in
14 Fallen (13,7 %). Weiterhin wurden Leukdmien sowie Lymphome bei jeweils 10 Fallen (9,8 %)
beobachtet. Seltener wurden Leber-, Blasen-, Nieren-, Hoden- und Endometriumkarzinome sowie
Sarkome und Hauttumore detektiert. Als letzte Gruppe sind die Patienten zu benennen bei denen
unbekannte Formen der Krebserkrankungen in der Verwandtschaft Uber drei Generationen
beobachtet wurden.

3.3 Molekulargenetische Daten der untersuchten Patienten-Kohorte

3.3.1 Allgemeine Informationen zu den molekulargenetischen Untersuchungen
Zur Untersuchung von Punktmutationen sowie kleinerer Insertionen und Deletionen wurden die
kodierenden  Bereiche einschlieRlich  der Intron-Exon-Uberginge  (bis intronische
Nukleotidposition - 20 und bis intronische Nukleotidposition + 20) der 10 Core-Gene als
Bestandteil eines Multi-Gen-Panels mittels der HaloPlex-Technologie oder als Bestandteil eines
Multi-Gen-TruRisk 1.2™-Panels mit dem SureSelect®™-Verfahren angereichert, amplifiziert und mit
der Next-Generation-Sequencing-(NGS)-Technologie mit dem lllumina MiSeqg-System sequenziert
(s. Material und Methoden Abschnitt 2.2.9.1 und 2.2.9.2).

Die unterschiedlichen verwendeten Technologien entstanden dadurch, dass das Institut fir
Humangenetik der UMG im ersten Schritt das Multi-Gen-Panel mit der HaloPlex-Technologie
eingefiihrt hatte. Mit diesem Panel wurden 28 Patienten (14,0 %) dieser Kohorte untersucht.
Wegen der ungleichmaRigen bis unzureichenden Abdeckung einzelner Bereiche der analysierten
Gene, wurde die HaloPlex-Technologie durch das Multi-Gen-TruRisk 1.2™-Panel ersetzt. Dieses
Panel wurde vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs entworfen und wird
allen Brustkrebszentren innerhalb des Konsortiums zur Verfligung gestellt. Mit diesem Multi-Gen-
Panel wurden die 10 Core-Gene von insgesamt 172 Patienten (86,0 %) dieser Kohorte analysiert.
Eine nicht ausreichend abgedeckte Gensequenz der entsprechenden Core-Gene wurde mit der
Sanger-Technologie nachsequenziert. Eine ausreichende Abdeckung wird mit den Reads pro Base
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definiert. Nach den internen Regularien des Instituts fir Humangenetik der UMG wird eine
ausreichende Abdeckung wie folgt definiert:

- Wenn Gensequenzen fiir beide Leserichtungen (forward und reverse Sequenz) vorhanden
sind, ist eine Abdeckung von mindestens 20 Reads pro Base fiir die jeweilige Leserichtung
notwendig.

- Wenn die Gensequenz nur flr eine Leserichtung (forward oder reverse Sequenz)
vorhanden ist, muss eine Abdeckung von mindestens 50 Reads pro Base vorhanden sein.

Die ermittelten Sequenzdaten der 10 Core-Gene ATM, BRCA1, BRCA2, CDH1, CHEK2, NBN, PALB2,
RAD51C, RAD51D und TP53 wurden mit der Software Sequence Pilot (SeqNext-Modul, JSI medical
systems GmbH) ausgewertet und zur Identifizierung von Sequenzvarianten mit den jeweiligen
Referenzsequenzen abgeglichen (Referenzdatenbanken: www.ncbi.nim.nih.gov; www.ensembl.
org). Zusatzlich wurde eine MLPA-Untersuchung der Gene BRCA1, BRCA2 und CHEK2 durchgefihrt
sowie bei der Mehrzahl der Patienten eine MLPA-Analyse der Gene PALB2, RAD51C und RAD51D
vorgenommen (s. Abschnitt 3.1).

3.3.2 Allgemeine Informationen zur Klassifizierung der identifizierten
Sequenzvarianten

Die nachgewiesenen Sequenzvarianten in den o. g. 10 Core-Genen wurden nach den Standards
des ACMG und den Empfehlungen des International Agency for Research on Cancer (IARC; Plon et
al. 2008) in fuinf Klassen eingestuft (s. Tab. 3.2).

Tabelle 3.2: Einteilung der Sequenzvarianten in fiinf Klassen nach den Richtlinien des ACMG und
Empfehlungen des JARC

Klasse d(:':r Beschreibung der Sequenzvariante
Sequenzvariante
1 benigne Sequenzvariante
2 wahrscheinlich benigne Sequenzvariante
3 Variante unklarer Signifikanz (VUS)
4 wahrscheinlich pathogene Sequenzvariante Mutationen
5 pathogene Sequenzvariante

Die identifizierten Sequenzvarianten wurden mittels der unten gelisteten Datenbanken und
Berechnungen anhand der computergesteuerten Vorhersageprogramme sowie der
Literaturrecherche in die o. g. Klassifikation eingestuft.

Es wurden die Datenbank des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust- und Eierstockkrebs (die
Datenbank ist nur flr Brustzentren des Konsortiums Familidrer Brust- und Eierstockkrebs
verfligbar), die Breast Cancer Information Core-(BIC)-Datenbank, die Human Gene Mutation
Database-(HGMD®)-Professional 2016.4-Datenbank, die ClinVar-Datenbank von NCBI/ und die
Leiden Open Variation Database v.3.0-(LOVD)-Datenbank verwendet (s. Tab. 2.15).

Bei einer identifizierten Sequenzvariante, welche zuvor nicht in den Datenbanken und/oder in der
Literatur beschrieben worden war, wurden fir die Einschdtzung der Pathogenitdt dieser
Sequenzvariante die folgenden computerunterstitzten, online verfligbaren
Vorhersageprogramme wie z. B. SIFT (www.jgvi.sift), MutationTaster (www.mutationtaster.org),
PolyPhen-2 (www.genetics.bwh.harvard.edu/pph2) und Human Splicing Finder Version 3.0
(http://www.umd.be/HSF3/) verwendet (s. Tab. 2.16).

In dieser Dissertation sind die nachgewiesenen Sequenzvarianten der ACMG-Klassen 3, 4 oder 5 in
den 10 Core-Genen angegeben. Die Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 4 oder 5 werden im
folgenden Text als Mutationen bezeichnet (s. Tab. 3.2).


http://www.jgvi.sift/
http://www.mutationtaster.org/
http://www.genetics.bwh.harvard.edu/pph2
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Bei einer detektierten Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in einem der 10 Core-Gene
erfolgte immer eine Bestdatigung dieser Sequenzvariante mittels einer unabhangigen
Sequenziermethode, d. h. der entsprechende Genabschnitt wurde mit Hilfe der Sanger-
Sequenzierungstechnologie nachanalysiert. Bei einer nachgewiesenen Mutation der ACMG-Klasse
4 oder 5 wurde immer eine Bestadtigung dieser Mutation an einer zweiten, unabhangigen
Blutprobe des Patienten empfohlen. Die Bestatigung der Mutation an einer zweiten Blutprobe
erfolgte bei 27 von 35 Patienten (60,0 %) mit einer identifizierten Mutation.

Alle Sequenzvarianten wurden nach der Nomenklatur der Human Genome Variation Society
(HGVS) (den Dunnen et al. 2016) benannt.

3.3.3 Verteilung der Sequenzvarianten in den analysierten 10 Core-Genen

Die Verteilung der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den 10 Core-Genen wurde
analysiert um das Spektrum der identifizierten Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in
den Core-Genen zu erfassen und um eine Korrelation dieser Sequenzvarianten mit den Typen der
Sequenzvarianten und den klinischen Daten der Patienten und der Tumore herzustellen.
Insgesamt wurden 106 Sequenzvarianten (44,0 %) der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 bei 88 der
untersuchten Patienten nachgewiesen (s. Tab. 3.3; s. Abb. 3.3A), davon wurden bei 15 Patienten
gleichzeitig zwei Sequenzvarianten in zwei unterschiedlichen Genen detektiert, namlich in den
Genen ATM und BRCA2, BRCA2 und CHEK2, PALB2 und RAD51D, ATM und CHEK2, BRCA1 und
RADS51C, BRCA2 und CHEK2, BRCA1 und BRCA2, BRCA1 und PALB2, BRCA2 und RAD51D, BRCA1
und NBN, ATM und NBN, ATM und CHEK2, PALB2 und RAD51D, BRCA1 und ATM sowie BRCA1 und
RAD51C. Zusatzlich wurden bei einem Patienten zwei Sequenzvarianten jeweils der ACMG-Klasse
3 im BRCA2-Gen identifiziert. Bei einem weiteren Patienten wurden drei Sequenzvarianten in drei
unterschiedlichen Genen, d. h. eine Mutation der ACMG-Klasse 5 im BRCA1-Gen sowie jeweils
eine Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3 in den Genen CHEK2 und RAD51D identifiziert. In den
Genen NBN, RAD51D und TP53 wurden keine wahrscheinlich pathogenen bzw. pathogenen
Mutationen detektiert. Bei 122 Patienten (66,0 %) wurden in allen 10 untersuchten Core-Genen
keine Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 nachgewiesen (s. Tab. 6.3 im Anhang). Die
Detektionsrate der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den 10 Core-Genen betragt
somit 44,0 %, die Nachweisrate von Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 liegt dagegen bei 18,0
%.

Tabelle 3.3: Identifizierte Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 bei 88 der analysierten
Patienten. In der Tabelle sind 88 Patienten mit nachgewiesenen Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4
oder 5 in den 10 analysierten Core-Genen aufgefiihrt, die entweder mittels der NGS-Technologie oder mit
Hilfe der MLPA-Untersuchung identifiziert wurden. Fett markiert sind in der Tabelle alle 35 Patienten mit
einer wahrscheinlich pathogenen Mutation der ACMG-Klasse 4 oder einer pathogenen Mutation der ACMG-
Klasse 5 in einem der Core-Gene. Alle gelisteten Sequenzvarianten liegen heterozygot vor.

Patienten- Gen mit Sequenzvariante

MCa | OvCa | Geschlecht ACMG-Klasse/Pathogenitat
Nummer Sequenzvariante (HGVS Nomenklatur)
1 38560 ja | nein w ATM €.2347T>A (p.(Cys783Ser)) Klasse 3/VUS
¢.8181_8189delTGTTAAGGC
BRCA2 Klasse 3/VUS
(p.(Val2728_Ala2730del))
¢.3700_3704delGTAAA
38564 ja | nein w BRCA1 Klasse 5/pathogen
2 (p.(Val1234GInfs*8))
CHEK2 €.132C>T (p.(Serd4=)) Klasse 3/VUS
RAD51D €.796C>T (p.(Arg266Cys)) Klasse 3/VUS
3 37966 | nein| nein w CHEK2 ¢.470T>C (p.(1le157Thr)) Klasse 3/VUS

4 38585 ja | nein w BRCA2 ¢.3499A>G (p.(lle1167Val)) Klasse 3/VUS




Ergebnisse

66

Patienten- Gen mit Sequenzvariante
MCa | OvCa | Geschlecht ACMG-Klasse/Pathogenitit
Nummer Sequenzvariante (HGVS Nomenklatur)
CHEK?2 ¢.470T>C (p.(1le157Thr)) Klasse 3/VUS
5 38573 ja | nein w CHEK2 ¢.470T>C (p.(1le157Thr)) Klasse 3/VUS
6 | 38559 ja | nein w BRCA2 c.1813delA (p.(lle605Tyrfs*9)) Klasse 5/pathogen
7 39009 ja | nein w PALB2 €.2794G>A (p.(Val932Met)) Klasse 3/VUS
RAD51D €.868C>T (p.(Arg290Trp)) Klasse 3/VUS
8 39003 ja | nein w ATM €.2250G>A (p.(Lys750=)) Klasse 3/VUS
CHEK2 ¢.1100delC (p.(Thr367Metfs*15)) Klasse 5/pathogen
9 39040 ja | nein w BRCA2 c.9976A>T (p.(Lys3326*)) Klasse 3/VUS
. i ¢.5266dupC
10 | 39029 ja | nein w BRCA1 Klasse 5/pathogen
(p.(GIn1756Profs*74))
11| 38943 ja | nein w BRCA1 c.4386delA (p.(Glu1462Aspfs*4)) Klasse 5/pathogen
12 | 39012 ja | nein w PALB2 ¢.1470C>T (p.(Pro490=)) Klasse 3/VUS
13| 38579 ja | nein w CHEK?2 ¢.470T>C (p.(lle157Thr)) Klasse 3/VUS
14 | 39032 ja | nein w NBN ¢.643C>T (p.(Arg215Trp)) Klasse 3/VUS
15| 39035 ja | nein w ATM ¢.1986T>C (p.(Phe662=)) Klasse 3/VUS
Deletion von Exon 9 Klasse 4/
16 | 39036 ja | nein w CHEK2
und Exon 10 wahrschl. pathogen
. . Klasse 4/ wabhr.
17 | 39037* ja | nein w ATM €.6336C>A (p.(Cys2112*))
pathogen
18| 39038 ja | nein w ATM c.415G>A (p.(Ala139Thr)) Klasse 3/VUS
19 | 39042 ja | nein w ATM €.5286C>T (p.(Alal762=)) Klasse 3/VUS
. i €.172_175delTTGT
20 | 39050 ja | nein w PALB2 Klasse 5/pathogen
(p.(GIn60Argfs*7))
21| 26937C | ja | nein w TP53 ¢.336C>A (p.(Gly112=)) Klasse 3/VUS
22| 39060 ja | nein w NBN ¢.511A>G (p.(lle171Val)) Klasse 3/VUS
23| 38566 ja | nein w CHEK?2 ¢.1036C>A (p.(Arg346Cys)) Klasse 3/VUS
24 | 39061 ja | nein w BRCA2 €.8479C>G (p.(Pro2827Ala)) Klasse 3/VUS
25| 39065 ja | nein w ATM ¢.4324T>C (p.(Tyr1442His)) Klasse 3/VUS
26 | 39051 ja | nein w BRCA1 ¢.5503C>T (p.(Arg1835*)) Klasse 5/pathogen
27 | 39074 ja | nein w CHEK2 ¢.1100delC (p.(Thr367Metfs*15)) Klasse 5/pathogen
. i c.68_69delAG
28 | 39066 ja | nein w BRCA1 Klasse 5/pathogen
(p.(Glu23Valfs*17))
29 | 37369 ja | nein w ATM ¢.5497-2A>C Klasse 5/pathogen
30| 39072 | nein| nein w BRCA1 ¢.1999C>T (p.(GIn667%*)) Klasse 5/pathogen
. i c.1953_1956delGAAA
31| 39082 ja | nein w BRCA1 Klasse 5/pathogen
(p.(Lys653Serfs*47))
RAD51C c.572-17G>T Klasse 3/VUS
32| 39084 ja | nein w CDH1 ¢.88C>A (p.(Pro30Thr)) Klasse 3/VUS
33 | 39090 ja | nein w BRCA2 €.9976A>T (p.(Lys3326%*)) Klasse 3/VUS
34| 39081 ja | nein w PALB2 €.194C>T (p.(Pro65Leu)) Klasse 3/VUS
35| 39086 ja | nein w ATM c.7788+8G>T Klasse 3/VUS
c.3397dupA
36 | 39097 ja | nein w BRCA1 Klasse 5/pathogen
(p.(Pro1133Thrfs*11))
37| 39703 ja | nein BRCA2 €.9976A>T (p.(Lys3326*)) Klasse 3/VUS
38| 39070 ja | nein ATM €.6067G>A (p.(Gly2023Arg)) Klasse 3/VUS
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Patienten- Gen mit Sequenzvariante
Nummer MCa | OvCa | Geschlecht ERR—— T — ACMG-Klasse/Pathogenitit
39 | 39077 ja | nein w CHEK2 €.1100delC (p.(Thr367Metfs*15)) Klasse 5/pathogen
40 | 39717 ja | nein w RAD51C €.790G>A (p.(Gly264Ser)) Klasse 3/VUS
41| 39720 ja nein w BRCA2 €.794-11T>C Klasse 3/VUS
CHEK2 .479T>C (p.(Ile160The)) Klasse 3/VUS
42| 39722 |nein| ja w BRCA1 ¢.5266dupC Klasse 5/pathogen
(p.(GIn1756Profs*74))
BRCA2 €.9976A>T (p.(Lys3326*)) Klasse 3/VUS
43| 39719 | nein| nein w RAD51C €.790G>A (p.(Gly264Ser)) Klasse 3/VUS
44 | 39728 | nein | nein w BRCA2 c.1964delC (p.(Pro655GInfs*5)) Klasse 5/pathogen
45 | 39055 ja ja w BRCA1 ¢.5030_5033delCTAA Klasse 5/pathogen
(p.(Thr16771lefs*2))
PALB2 €.2794G>A (p.(Val932Met)) Klasse 3/VUS
46 | 39732 ja | nein w BRCA2 ¢.133G>T (p.(Glua5*)) Klasse 5/pathogen
47 | 26928B | ja | nein w PALB2 €.2590C>T (p.(Pro864Ser)) Klasse 3/VUS
48 | 39734 ja | nein w NBN ¢.643C>T (p.(Arg215Trp)) Klasse 3/VUS
49 | 39741 ja | nein w CHEK2 ¢.1427C>T (p.(Thr476Met)) Klasse 4/
wahrschl. pathogen
50 | 39743 ja | nein w BRCA2 c.7874G>T (p.(Arg2625lle)) Klasse 3/VUS
51| 39746 ja | nein w RAD51C €.790G>A (p.(Gly264Ser) Klasse 3/VUS
52| 38554 ja | nein w ATM ¢.342G>A (p.(Argl14=)) Klasse 3/VUS
53| 39760 ja | nein w BRCA2 €.9976A>T (p.(Lys3326*)) Klasse 3/VUS
RAD51D €.698A>G (p.(Glu233Gly)) Klasse 3/VUS
54 | 39766 ja nein w BRCA1 c.81-13C>A Klasse 3/VUS
NBN c.1787A>T (p.(Asp896Val)) Klasse 3/VUS
55| 39784 ja | nein w RAD51D ¢.346G>A (p.(Val116lle)) Klasse 3/VUS
56 | 39791 ja | nein w RAD51D €.698A>G (p.(Glu233Gly)) Klasse 3/VUS
57 | 39769% ja | nein w RAD51C c.706-1G>A Klasse 5/pathogen
58 | 39773 ja | nein w ATM €.6004C>T (p.(GIn2002%)) Klasse 5/pathogen
59 | 34486B ja nein w NBN c.37+5G>A Klasse 3/VUS
60 | 39775 ja | nein w PALB2 €.2794G>A (p.(Val932Met)) Klasse 3/VUS
61| 39780 ja | nein w PALB2 €.2752C>T (p.(Pro918Ser)) Klasse 3/VUS
62| 39794 ja | nein w BRCA2 €.7759C>T (p.(Leu2587Phe)) Klasse 3/VUS
BRCA2 €.927A>G (p.(Ser309=)) Klasse 3/VUS
63| 39795 ja | nein w NBN c.-16C>T Klasse 3/VUS
64| 39797 | ja | nein w ATM €.7568T>G (p.(Leu2523Trp)) Klasse 3/VUS
NBN ¢.511A>G (p.(lle171Val)) Klasse 3/VUS
65| 39799 ja | nein w PALB2 €.3251C>T (p.(Ser1084Leu)) Klasse 3/VUS
66 | 39909 ja | nein w BRCA1 ¢.5194-12G>A Klasse 5/pathogen
67 | 39902 ja | nein w NBN ¢.20741G>A (p.(Val691lle)) Klasse 3/VUS
68 | 39792 ja | nein w NBN €.664T>C (p.(Phe222Leu)) Klasse 3/VUS
69 | 39904 ja | nein w BRCA2 ¢.1744A>C (p.(Thr582Pro)) Klasse 3/VUS
70 | 39907 ja | nein w ATM ¢.1986T>C (p.(Phe662=)) Klasse 3/VUS
71| 39912 |nein| ja w CHEK?2 ¢.538C>T (p.(Arg180Cys)) Klasse 3/VUS
72| 39916 ja | nein w BRCA2 ¢.67G>T (p.(Asp23Tyr)) Klasse 3/VUS
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Patienten- Gen mit Sequenzvariante
MCa | OvCa | Geschlecht ACMG-Klasse/Pathogenitit
Nummer Sequenzvariante (HGVS Nomenklatur)
. . Klasse 4/
73 | 39917¢# ja | nein w CDH1 c.1587delT (p.(Ala530Profs*27))
wahrschl. pathogen
74| 39920 | nein| nein w ATM ¢.3925G>A (p.(Ala1309Thr)) Klasse 3/VUS
CHEK2 ¢.1376C>T (p.(Alad59Val)) Klasse 3/VUS
75| 39922 ja | nein w CDH1 ¢.1610C>T (p.(Pro537Leu)) Klasse 3/VUS
76 | 39924 ja | nein w ATM €.1229T>C (p.(Val410Ala)) Klasse 3/VUS
. . c.3485delA
77 | 39927 ja | nein w BRCA1 Klasse 5/pathogen
(p.(Asp1162Valfs*48))
78 | 39930 ja | nein w PALB2 ¢.1194G>A (p.(Val398=)) Klasse 3/VUS
RAD51D €.698A>G (p.(Glu233Gly)) Klasse 3/VUS
. . .7417_7520delGAGA
79 | 39934 ja | nein w ATM Klasse 5/pathogen
(p.(Arg2506Thrfs*3))
. . c.68_69delAG
80| 39943 |nein| ja w BRCA1 Klasse 5/pathogen
(p.(Glu23Valfs*17))
. . c.68_69delAG
81| 39945 ja ja w BRCA1 Klasse 5/pathogen
(p.(Glu23Valfs*17))
ATM ¢.1986T>C (p.(Phe662=)) Klasse 3/VUS
82 | 39946 ja | nein w BRCA2 ¢.7007G>A (p.(Arg2336His)) Klasse 5/pathogen
83| 39951 ja | nein w CHEK2 ¢.1100delC (p.(Thr367Metfs*15)) Klasse 5/pathogen
84 | 39952 ja | nein w BRCA1 ¢.1612C>T (p.(GIn538%*)) Klasse 5/pathogen
85| 39940 | nein| nein w ATM ¢.3406C>G (p.(His1136Asp)) Klasse 3/VUS
. i ¢.3770_3772delAG
86 | 39944 ja | nein w BRCA1 Klasse 5/pathogen
(p.(Glu1257Glyfs*9))
. . Deletion von Exons 13, 14
87 | 39963 ja | nein w BRCA1 Klasse 5/pathogen
und 15
88| 39961 ja | nein w BRCA1 ¢.181T>G (p.(Cys61Gly)) Klasse 5/pathogen
RAD51C €.790G>A (p.(Gly264Ser)) Klasse 3/VUS

MCa = Mammakarzinom; OvCa = Ovarialkarzinom; VUS = Variante unklarer Signifikanz; HGVS = Human
Genome Variation Society; w = weiblich; m = mannlich; wahrschl. pathogen = wahrscheinlich pathogen;
# Der jeweilige Patient ist ausfiihrlich bei den ausgewéhlten Fillen in Abschnitt 3.5 beschrieben.

Bei den untersuchten Patienten wurden in den Genen ATM sowie BRCA1 jeweils 19
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 identifiziert. Im ATM-Gen wurden 15 Varianten
unklarer Signifikanz (VUS; ACMG-Klasse 3) und vier wahrscheinlich pathogene bzw. pathogene
Mutationen gefunden. Im BRCAI1-Gen wurde eine Variante unklarer Signifikanz (VUS; ACMG-
Klasse 3) und 18 wahrscheinlich pathogene bzw. pathogene Mutationen identifiziert. Im BRCA2-
Gen wurden insgesamt 18 Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 nachgewiesen, davon
14 Varianten unklarer Signifikanz (VUS; ACMG-Klasse 3) und vier wahrscheinlich pathogene bzw.
pathogene Mutationen (ACMG-Klasse 4 bzw. 5). Im CHEK2-Gen wurden insgesamt 15
Sequenzvarianten detektiert, neun davon wurden als ACMG-Klasse 3 definiert und sechs als
wahrscheinlich pathogene bzw. pathogene Mutationen. Im PALB2-Gen wurden 10
Sequenzvarianten identifiziert, d. h. neun Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3 und eine
pathogene Mutation der ACMG-Klasse 5. Im NBN-Gen wurden insgesamt neun Sequenzvarianten
nachgewiesen und alle Varianten konnten der ACMG-Klasse 3 zugeordnet werden. Im RAD51C-
Gen wurden insgesamt sechs Sequenzvarianten detektiert, fiinf davon wurden als Varianten
unklarer Signifikanz eingestuft und eine Variante stellte sich als pathogene Mutation der ACMG-
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Klasse 5 heraus. Im RAD51D-Gen wurden sechs Sequenzvarianten identifiziert, alle sechs wurden
der ACMG-Klasse 3 (VUS) zugeteilt. Im CDH1-Gen wurden insgesamt 3 Sequenzvarianten der
ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 identifiziert, davon zwei Varianten der ACMG-Klasse 3 und eine Mutation
der ACMG-Klasse 4. Im TP53-Gen wurde insgesamt nur eine Variante unklarer Signifikanz (VUS;
ACMG-Klasse 3) identifiziert (s. Tab. 3.4; s. Abb. 3.3B).

Tabelle 3.4: Verteilung der identifizierten Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 nach NGS-
Analyse der 10 Core-Gene und der MLPA-Analyse

Sequenzvarianten
Gen Sequenzvarianten der Varianten unklarer Wahrscheinlich patlfogene/
ACMG-Klasse 3, 4, 5 Signifikanz pathogene Mutationen
(ACMGKlasse 3) (ACMG-Klasse 4, 5)

ATM 19 15 4
BRCA1 19 1 18
BRCA2 18 14 4
CHEK2 15 9 6
PALB2 10 9 1
NBN 9 9 0
RAD51C 6 5 1
RAD51D 6 6 0
CDH1 3 2 1
TP53 1 1 0
Gesamt 106 71 35

Bei der Unterteilung aller 106 Sequenzvarianten nach dem molekulargenetischen Typ der
Sequenzvariante wurden insgesamt 52 missense-Sequenzvarianten identifiziert (49,1 %).
Missense-Sequenzvarianten wurden in allen 10 Core-Genen, mit Ausnahme des TP53-Gens,
detektiert. Die zweitgroRte Gruppe mit 21 Sequenzvarianten (19,8 %) waren die frame-shift-
Sequenzvarianten. Mit 12 Sequenzvarianten (57,1 %) wurde die Mehrzahl dieser
Sequenzvarianten im BRCAI1-Gen detektiert. Die drittgroBte Gruppe mit 11 Sequenzvarianten
(10,4 %) waren die nonsense-Sequenzvarianten. Diese wurden in den Genen ATM, BRCA1 und
BRCA2 nachgewiesen. Insgesamt wurden 10 synonyme-Sequenzvarianten (9,4 %) detektiert.
Sechs dieser Sequenzvarianten wurden im ATM-Gen identifiziert und jeweils eine in den Genen
BRCA2, CHEK2, PALB2 und TP53. Die flinftgroRte Gruppe mit neun Sequenzvarianten (8,5 %)
waren die splicing-Sequenzvarianten bzw. die potentiellen splicing-Sequenzvarianten, die in den
Genen ATM, BRCA1, BRCA2, NBN und RAD51C detektiert wurden. GroRe Deletionen wurden
zweimal nachgewiesen (1,9 %) und diese Deletionen wurden in den BRCA1- und CHEK2-Genen
beobachtet. Weiterhin wurde eine in-frame-Sequenzvariante im BRCA2-Gen identifiziert (s. Abb.
3.3C; s. Tab. 3.5).
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Abbildung 3.3: Darstellung der 106 identifizierten Sequenzvarianten in den 10 Core-Genen. A) Anzahl der
identifizierten Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den entsprechenden Core-Genen. B)

Anzahl der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3 im Vergleich zur Anzahl der Mutationen der ACMG-Klasse

4 oder 5 in den Core-Genen. C) Anzahl der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 unterteilt nach

dem Typ der Sequenzvariante in den Core-Genen.

Tabelle 3.5: Verteilung der Sequenzvariantentypen der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 iiber die 10 Core-Gene

Typ der Gen
Sequenzvariante ATM | BRCA1 | BRCA2 | CDH1 | CHEK2 | NBN | PALB2 | RAD51C | RAD51D | TP53 Gesamt
Missense 8 1 7 2 9 7 7 4 6 0 51
Frame-shift 1 12 2 1 4 0 1 0 0 0 21
Nonsense 2 3 6 0 0 0 0 0 0 0 11
Synonym 6 0 1 0 1 0 2 0 0 1 11
(Potentielles) Splicing 2 2 1 0 0 2 0 2 0 0 9
Grof3e Deletionen 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 2
In-frame-Deletion 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1

Wenn die Sequenzvarianten nach dem Typ und der Klasse der Sequenzvariante unterteilt wurden,
waren die Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3 mit 48 missense- (67,6 %) und mit 11
synonymen-Sequenzvarianten (15,5 %) Uberreprasentiert. Potentielle splicing- und nonsense-
Sequenzvarianten folgten mit sechs bzw. fiinf Fallen. Bei den Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder
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5 waren 21 frame-shift-Mutationen (60,0 %) der weitverbreitetste Mutationstyp, gefolgt von
sechs nonsens-(17,1 %) und drei missense-(8,6 %)-Mutationen sowie zwei groRen Deletionen (5,7
%) (s. Tab. 3.6).

Tabelle 3.6: Typen der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 unterteilt in die ACMG-Klasse 3
sowie in die ACMG-Klasse 4 oder 5

Typ der Sequenzvariante Anzahl der Sequenzvarianten
Gesamtzahl (%) ACMG-Klasse 3 ACMG-Klasse 4 oder 5
Missense 51 (48,1) 48 3
Frame-shift 21(19,8) 0 21
Nonsense 11 (10,4) 6
Synonym 11 (10,4) 11 0
(Potentielles) Splicing 9(8,5) 6 3
GroRe Deletionen 2(1,9) 0 2
In-frame-Deletion 1(0,9) 0
Gesamtzahl 106 71 35

Bei der Unterteilung der molekulargenetischen Typen der Sequenzvarianten in zwei
unterschiedliche Gen-Gruppen, d. h. in eine Gruppe mit den Sequenzvarianten in den BRCA1- und
BRCA2-Genen (BRCA1/2) und in eine zweite Gruppe mit den Sequenzvarianten in den anderen
acht Core-Genen (nicht BRCA1/2), waren deutliche Unterschiede in der Verteilung der
molekulargenetischen Typen zwischen den BRCA1/2-Genen und den Ubrigen Core-Genen zu
beobachten. So wurden in den anderen acht Core-Genen 43 missense-Sequenzvarianten im
Vergleich zu acht missense-Sequenzvarianten in den BRCA1/2-Genen identifiziert. Weiterhin
wurden 14 frame-shift-Sequenzvarianten in den Genen BRCA1 und BRCA2 nachgewiesen, in den
anderen Core-Genen dahingegen nur sieben. In den Genen BRCAI1 und BRCA2 wurden neun
nonsense Sequenzvarianten identifiziert, im Vergleich dazu wurden nur zwei Sequenzvarianten
dieser Art in den anderen acht Core-Genen detektiert. Ebenso wurden mehr synonyme-(10
Sequenzvarianten) und splicing- bzw. potentielle splicing-Sequenzvarianten (sechs Sequenz-
varianten) in den anderen Core-Genen im Vergleich zu den BRCA1- und BRCA2-Genen (eine
synonyme-Sequenzvariante und drei splicing-Sequenzvarianten) identifiziert. Weiterhin wurde
eine grofle Deletion der Exons 13, 14 und 15 im BRCA1-Gen und von den Exons 9 und 10 im
CHEK2-Gen identifiziert. Zusatzlich wurde eine in-frame-Deletion c.8181_8189delTGTTAAGGC im
BRCA2-Gen identifiziert (s. Abb. 3.4).
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Abbildung 3.4: Verteilung der molekulargenetischen Typen der Sequenzvarianten in den BRCA1- und
BRCA2-Genen (BRCA1/2) im Vergleich zu den anderen acht Core-Genen (nicht BRCA1/2). Als nicht
BRCA1/2-Gene sind hier die Gene ATM, CDH1, CHEK2, NBN, PALB2, RAD51C, RAD51D und TP53 definiert.

3.3.4 Vergleich der identifizierten Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5
in Korrelation zu den erfiillten Kriterien

Es sollte eine Korrelation zwischen der absoluten Zahl der identifizierten Sequenzvarianten
(ACMG-Klasse 3, 4 oder 5) in jedem Core-Gen zu dem erfillten Kriterium, definiert vom Deutschen
Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs, aufgezeigt werden (s. Abb. 3.5). Diese
Assoziation kann mit den empirischen Risiken des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust- und
Eierstockkrebs korreliert werden.

Es wurden insgesamt 38 Sequenzvarianten bei 31 Patienten mit dem erfiillten Kriterium A
identifiziert. Sieben dieser Sequenzvarianten wurden im ATM-Gen, drei Sequenzvarianten im
BRCA1-Gen, sechs Sequenzvarianten im BRCA2-Gen, zwei Sequenzvarianten im CDHI1-Gen, jeweils
flinf Sequenzvarianten im CHEK2-, NBN- und PALB2-Gen, eine Sequenzvariante im RAD51C-Gen,
drei Sequenzvarianten im RAD51D-Gen und eine Sequenzvariante im TP53-Gen festgestellt (s.
Abb. 3.5).

Bei 44 Patienten mit dem erfillten Kriterium G wurden insgesamt 23 Sequenzvarianten bei 21
Patienten gefunden. Drei dieser Sequenzvarianten wurden im ATM-Gen, sechs Sequenzvarianten
im BRCAI1-Gen, jeweils eine Sequenzvariante im BRCA2- und CDHI1-Gen, jeweils drei
Sequenzvarianten in den Genen CHEK2, NBN und PALB2, zwei Sequenzvarianten im RAD51C-Gen
und eine Sequenzvariante im RAD51D-Gen identifiziert. Im TP53-Gen wurde dagegen keine
Sequenzvariante detektiert (s. Abb. 3.5).

Insgesamt wurden 14 Sequenzvarianten in den 10 Core-Genen bei 13 Patienten identifiziert, die
das Kriterium J erflllten. Davon wurden vier Sequenzvarianten im ATM-Gen, eine
Sequenzvariante im BRCA1-Gen, jeweils zwei Sequenzvarianten im BRCA2- und CHEK2-Gen, eine
Sequenzvariante im NBN-Gen, zwei Sequenzvarianten im PALB2-Gen und jeweils eine
Sequenzvariante in den Genen RAD51C und RAD51D identifiziert. In den Genen CDH1 und TP53
wurde bei diesen Patienten keine Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 nachgewiesen (s.
Abb. 3.5).

Bei zwei Patienten, die das Kriterium N erfillten, wurden insgesamt drei Sequenzvarianten in den
10 Core-Genen identifiziert. Bei einem Patienten wurde jeweils eine Sequenzvariante in den
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Genen ATM und BRCA1 detektiert und bei dem zweiten Patienten eine BRCA1-Sequenzvariante (s.
Abb. 3.5).

Bei vier Patienten, die das Kriterium Q erfillten, wurden finf Sequenzvarianten der ACMG-Klasse
3, 4 oder 5 nachgewiesen. Es wurden zwei Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3 identifiziert und
jeweils eine Variante im CHEK2-Gen sowie im RAD51C-Gen. Weiterhin wurden drei Mutationen
der ACMG-Klasse 5 im BRCA1-Gen in dieser Patientengruppe identifiziert (s. Abb. 3.5).

Bei dem erfiillten Kriterium R wurden insgesamt 12 Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder
5 identifiziert. Zwei dieser Sequenzvarianten wurden im ATM-Gen nachgewiesen, eine
Sequenzvariante im BRCA1-Gen, sieben Varianten im BRCA2-Gen und jeweils eine
Sequenzvariante im CHEK2- und RAD51C-Gen. In den Genen CDH1, NBN, PALB2, RAD51D und
TP53 wurden keine Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 bei den Patienten mit dem
erfullten Kriterium R identifiziert (s. Abb. 3.5).

Wenn das Kriterium U erfiillt war, wurden insgesamt vier Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4
oder 5 bei zwei Patienten detektiert. Bei einem Patienten wurden gleichzeitig zwei
Sequenzvarianten im BRCA2-Gen nachgewiesen, eine Mutation der ACMG-Klasse 5 sowie eine
Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3. Bei dem zweiten Patienten wurde jeweils eine
Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3 in den Genen BRCA1 und RAD51D identifiziert (s. Abb. 3.5).
Es wurden fiinf Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 bei insgesamt vier Patienten
identifiziert, die das Kriterium Y erflllten. Bei einem Patienten wurden jeweils eine
Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3 in den Genen ATM und CHEK2 nachgewiesen. Es wurden
noch jeweils eine Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3 in den Genen ATM und CHEK2 und eine
Mutation der ACMG-Klasse 5 im BRCA1-Gen detektiert (s. Abb. 3.5).

Bei zwei Patienten, die das Kriterium Z erfillten, wurden eine Mutation der ACMG-Klasse 5 im
BRCA1-Gen und eine Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3 im CHEK2-Gen nachgewiesen (s. Abb.
3.5).
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Abbildung 3.5: Einteilung der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 zum Core-Gen in Assoziation
mit dem erfiillten Kriterium. Die dunkelgrau und orange angefirbten Balken zusammengefasst
reprasentieren Patienten mit einem entsprechend erfiillten Kriterium. Die orange angefarbten
Balkenanteile zeigen die Patienten mit einer identifizierten Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5
an. Die dunkelgrau gefarbten Balkenabschnitte weisen auf die Patienten hin, bei denen keine
Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 identifiziert wurde. Die Zahlen in den dunkelgrauen Balken
bzw. oberhalb der dunkelgrauen Balken repradsentieren die Anzahl der identifizierten Sequenzvarianten der
ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 bei Patienten mit dem entsprechend erfiillten Kriterium. Das jeweilige Core-Gen ist
oberhalb des Balkendiagramms aufgefiihrt.

Die Mehrzahl der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 wurde bei den Patienten mit
den erfillten Kriterien A und G identifiziert, d. h. hier wurden 41 Sequenzvarianten der ACMG-
Klasse 3 (57,7 %) und 20 Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 (57,2 %) nachgewiesen. Diese
Patientengruppen wurden von den Patienten mit den erfiillten Kriterien J und R gefolgt. Hier
wurden insgesamt acht Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3 (11,3 %) und sechs Mutationen der
ACMG-Klasse 4 oder 5 (17,1 %) bei den Patienten mit dem erfillten Kriterium J identifiziert. Bei
den Patienten mit dem erfillten Kriterium R wurden 11 Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3
(15,5 %), dagegen aber nur eine Mutation der ACMG-Klasse 5 (2,9 %) detektiert. Bei den
Patienten mit den erfiillten Kriterien Q, Y, N, U und Z wurden einzelne pathogene Mutationen
sowie eine kleine Anzahl von Varianten unklarer Signifikanz identifiziert (s. Tab. 3.7).
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Tabelle 3.7: Verteilung der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den Core-Genen nach dem
erfiillten Kriterium

Erfillltes Anzahl der Patienten Anzahl der Sequenzvarianten
Kriterium mit Sequenzvarianten der Sequenzvarianten der Mutationen der
ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 ACMG-Klasse 3 (%) ACMG-Klasse 4 oder 5 (%)
A 31 28 (39,4) 10 (28,6)
G 21 13 (18,3) 10 (28,6)
J 13 8(11,3) 6(17,1)
R 9 11 (15,5) 1(2,9)
Q 4 2(2,8) 3(8,6)
Y 4 4(5,6) 1(2,9)
N 2 1(1,4) 2(5,7)
u 2 3(4,2) 1(2,9)
z 2 1(1,4) 1(2,9)
Gesamt 88 71 35

Wenn die identifizierten Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den 10 Core-Genen zwischen
den Genen BRCA1/2 und den anderen acht Core-Genen unterschieden wurden, zeigte die
Analyse, dass die Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den BRCAI- und BRCA2-Genen
innerhalb aller vom Deutschem Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs definierten
Kriterien verbreitet sind. Anderseits wurden die Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den
anderen acht Core-Genen (nicht BRCAI- und BRCA2-Gene) nur bei Patienten mit jeweils einem
der drei erfillten Kriterien A, G oder J nachgewiesen (s. Abb. 3.6).

201

Erflilltes Kriterium

Anzahl der Patienten

w
f

BR(I?AI/Z nicht éRCAl/,z
Gen mit Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5
Abbildung 3.6: Verteilung der Patienten mit den Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 liber die Core-
Gene in Assoziation mit den definierten Kriterien. Verteilung der Patienten mit nachgewiesenen
Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den Genen BRCA1 und BRCA2 (BRCA1/2) und in den anderen acht
Core-Genen (nicht BRCA1/2) in Abhangigkeit zu den vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und
Eierstockkrebs definierten Kriterien.



Ergebnisse 76

3.3.5 Patientenalter bei Erstdiagnose des Mammakarzinoms in Abhangigkeit zur
Detektionsrate der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den 10
Core-Genen

Um zu Uberprifen ob das Patientenalter bei der Erstdiagnose des Mammakarzinoms mit den
identifizierten Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den 10 Core-Genen korreliert,
wurden diese Werte miteinander verglichen.

Das mittlere Erkrankungsalter der untersuchten Patienten mit einem nachgewiesenen
Mammakarzinom betrug 48 £ 12 Jahre.

Bei Patienten mit Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 betrug das niedrigste Erkrankungsalter
39,0 Jahre im CDH1-Gen. Als Nachstes folgten Patienten mit einem mittleren Erkrankungsalter
von 40,5 Jahren und detektierten Mutationen der Klasse 4 oder 5 im BRCA1-Gen. Das hochste
Erkrankungsalter von 62,0 Jahren wiesen Patienten mit den Mutationen der Klasse 4 oder 5 im
RAD51C-Gen auf. Das mittlere Erkrankungsalter fiir Patienten mit Mutationen der ACMG-Klasse 4
oder 5 in den Genen NBN, RAD51D und TP53 konnte nicht ermittelt werden, da bei keinem der
Patienten eine dieser Mutationen detektiert wurde (s. Tab. 3.8).

Bei den Patienten mit Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3 im RAD51D-Gen betrug das niedrigste
Erkrankungsalter 42,5 Jahre, gefolgt von einem Erkrankungsalter von 45,2 Jahren bei Patienten
mit den Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3 im RAD51C-Gen. Das hochste Erkrankungsalter von
60,5 Jahren zeigten Patienten mit den Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3 im CDH1-Gen, gefolgt
von einem Erkrankungsalter von 51,3 Jahren bei Patienten mit den Sequenzvarianten der ACMG-
Klasse 3 im NBN-Gen und von 50,3 Jahren bei Patienten mit den Sequenzvarianten der ACMG-
Klasse 3 im PALB2-Gen (s. Tab. 3.8).

Tabelle 3.8: Mittleres Erkrankungsalter bei der Erstdiagnose des Mammakarzinoms bei Patienten mit den
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3 sowie Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den 10 Core-Genen

Gen Mittleres Erkrankungsalter (in Jahren) bei der Erstdiagnose des MCa
Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3

CDH1 39,0 60,5
BRCA1 40,5 46,0
ATM 52,3 47,3
BRCA2 53,2 47,1
PALB2 45,0 50,3
CHEK2 46,5 48,5
RAD51C 62,0 45,2
NBN \ 51,3
RAD51D \ 42,5
TP53 \ 48,0

MCa = Mammakarzinom; \ = keine identifizierte Mutation.

Wurden die Patienten nach den Altersgruppen bei der Ersterkrankung eines Mamma- oder
Ovarialkarzinoms unterteilt, war die Mehrzahl der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3 (28
Sequenzvarianten) in der Altersgruppe zwischen dem 40. und 49. Lebensjahr zu beobachten.
Dieses Ergebnis galt ebenso fiir die Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 mit insgesamt 14
Mutationen in dieser Altersgruppe. Die relativen Zahlen zeigten einen groBen Anteil der
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3 in der Altersgruppe zwischen dem 70. und 79. Lebensjahr.
Die anderen Patienten mit den Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3 waren relativ gleichmaRig
Uber die restlichen Altersgruppen verteilt. Bei den Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 zeigte
sich der grote Anteil fur die Altersgruppe der Patienten zwischen dem 30. und 39. Lebensjahr. In
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der Altersgruppe der Patienten zwischen dem 70. und 89. Lebensjahr wurde keine Mutation der
ACMG-Klasse 4 oder 5 identifiziert (s. Tab. 3.9).

Tabelle 3.9: Frequenz der detektierten Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3 und Mutationen der ACMG-
Klasse 4 oder 5 in Korrelation zum Erkrankungsalter bei der Erstdiagnose eines Mamma- oder
Ovarialkarzinoms

Anzahl der Patienten
Anzal der Patienten mit
Anzahl aller Anzahl der Patienten mit A
utationen
iR e Patienten | Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3
. der ACMG-Klasse 4 oder 5
(%) (% innerhalb der Altersgruppe) )
(% innerhalb der Altersgruppe)
0-29 Jahre 10 (5,0) 3(30,0) 2(20,0)
30-39 Jahre 32 (16,0) 9(28,1) 7(21,9)
40-49 Jahre 68 (34,0) 28 (44,4) 14 (20,6)
50-59 Jahre 43 (21,5) 8(19,6) 7 (16,3)
60-69 Jahre 19 (9,5) 5(26,3) 4(21,1)
70-79 Jahre 7(3,5) 5(71,4) 0
80-89 Jahre 4(2,0) 1(25,0) 0
Kein MCa/OvCa 17 (8,5) 3(17,6) 1(5,9)

MCa = Mammakarzinom; OvCa = Ovarialkarzinom.

Weiterhin wurde das Erkrankungsalter der Patienten bei der Erstdiagnose eines
Mammakarzinoms mit den Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den BRCA1- und
BRCA2-Genen zu dem Erkrankungsalter der Patienten mit diesen Sequenzvarianten in den
anderen (nicht BRCA1/2) acht Core-Genen verglichen. Diese Analysen ergaben eine Tendenz eines
niedrigeren Erkrankungsalters der Patienten mit den Sequenzvarianten in den BRCA1- und BRCA2-
Genen im Vergleich zu den anderen Core-Genen. Allerdings waren diese Ergebnisse statistisch
nicht signifikant (p = 0,14). Das mittlere Erkrankungsalter bei den Patienten mit den
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den BRCA1- und BRCA2-Genen betrug 45 + 11
Jahre im Vergleich zum mittleren Erkrankungsalter von 48 + 10 Jahren in den anderen acht Core-
Genen mit Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 (fir medianes Erkrankungsalter s. Abb.
3.7A).

Auch die Ergebnisse fir die Patienten mit den Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den
Genen BRCA1 und BRCA2 wiesen eine Tendenz zu einem niedrigeren Erkrankungsalter bei der
Erstdiagnose des Mammakarzinoms auf als Patienten mit einer Mutation der ACMG-Klasse 4 oder
5 in einem der anderen Core-Gene. Diese Unterschiede waren ebenfalls statistisch nicht
signifikant (p = 0,14). Das mittlere Erkrankungsalter bei Patienten mit Mutationen der ACMG-
Klasse 4 oder 5 in den BRCA1- und BRCA2-Genen lag bei 43 + 11 Jahren im Vergleich zum
mittleren Erkrankungsalter von 49111 Jahren in den anderen Core-Genen mit den Mutationen der
ACMG-Klasse 4 oder 5 (fir medianes Erkrankungsalter s. Abb. 3.7B).
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Abbildung 3.7: Medianes Erkrankungsalter bei der Erstdiagnose des Mammakarzinoms bei Patienten mit
Sequenzvarianten bzw. Mutationen in den BRCA1- und BRCA2-Genen im Vergleich zu den anderen acht
Core-Genen. A) Erkrankungsalter bei der Erstdiagnose des Mammakarzinoms bei den Patienten mit
Nachweis einer Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den BRCA1/2-Genen (rot; BRCA1/2) im
Vergleich zu den anderen acht Core-Genen (blau; nicht BRCA1/2). Bei Patienten mit Sequenzvarianten der
ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den Genen BRCA1 und BRCAZ2 lag das mediane Erkrankungsalter bei 44 Jahren
(niedrigstes Erkrankungsalter = 25 Jahre, hochstes Erkrankungsalter = 72 Jahre). Bei Patienten ohne
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den anderen acht Core-Genen lag das mediane
Erkrankungsalter bei 48 Jahren (niedrigstes Erkrankungsalter = 28 Jahre, hochstes Erkrankungsalter = 73
Jahre). Die medianen Erkrankungsalter unterscheiden sich statistisch nicht signifikant (logistisches
Regressionsmodell; p = 0,14). B) Erkrankungsalter bei der Erstdiagnose des Mammakarzinoms bei den
Patienten mit einer Mutation der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den Genen BRCA1 und BRCAZ2 (rot; BRCA1/2) im
Vergleich zu den anderen acht Core-Genen (blau; nicht BRCA1/2). Bei Patienten mit Mutationen in den
Genen BRCA1 und BRCA2 war das mediane Erkrankungsalter 44 Jahre (niedrigstes Erkrankungsalter = 25
Jahre, hochstes Erkrankungsalter = 64 Jahre). Bei Patienten mit Mutationen in den anderen acht Core-
Genen lag das mediane Erkrankungsalter bei 45 Jahren (niedrigstes Erkrankungsalter = 38 Jahre, hochstes
Erkrankungsalter = 64 Jahre). Diese medianen Erkrankungsalter unterscheiden sich statistisch nicht
signifikant (logistisches Regressionsmodell; p = 0,14). Statistische Daten wurden mit dem
Softwareprogramm R, Version 3.3.1, www.r-project.org, R-Paket Ime4 berechnet. ED MCa = Alter bei
Erstdiagnose des Mammakarzinoms.

3.3.6 Berechnung des Heterozygoten-Risikos in Assoziation mit identifizierten
Sequenzvarianten in den 10 Core-Genen

Fir jeden Patienten dieser Kohorte wurde das Heterozygoten-Risiko fiir die Anlagetragerschaft
einer autosomal-dominant vererbten Mutation mit Hilfe des Computerprogramms Cyrillic 2.13
berechnet. Diese rechnerischen Risiken wurden anschlieBend mit der eigentlichen Detektionsrate
der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den 10 Core-Genen in Korrelation gesetzt.
Einerseits ergab sich fir Patienten mit einer Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in
einem der 10 Core-Gene ein mittleres Heterozygoten-Risiko von 41 + 32 %. Andererseits wurde
flr Patienten ohne eine identifizierte Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den 10
Core-Genen ein Heterozygoten-Risiko von 35 t 29 % berechnet. Diese Risiken unterscheiden sich
statistisch nicht signifikant (p = 0,14).
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Bei den Patienten mit einer Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den Genen BRCA1
oder BRCA2 betrug das mittlere Heterozygoten-Risiko 54 + 33 %, dahingegen 33 £ 29 % bei den
Patienten mit einer Sequenzvariante der Klasse 3, 4 oder 5 in den anderen acht Core-Genen. Die
Werte dieser Risiken unterscheiden sich statistisch signifikant (p < 0,01) (fir mediane Werte s.
Abb. 3.8A).

Weiterhin wurde fiir die Patienten mit einer Mutation der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den BRCA1-
und BRCA2-Genen ein mittleres Heterozygoten-Risiko von 55 + 33 % und fiir die Patienten mit
einer Mutation der Klasse 4 oder 5 in den anderen acht Core-Genen von 34 + 36 % berechnet. Die
Werte dieser Risiken unterscheiden sich statistisch nicht signifikant (p = 0,10) (fiir mediane Werte
s. Abb. 3.8B).
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Abbildung 3.8: Berechnung des medianen Heterozygoten-Risikos in Korrelation zu identifizierten
Sequenzvarianten in den 10 Core-Genen. A) Berechnung des medianen Heterozygoten-Risikos (Programm
Cyrillic 2.13) bei den Patienten mit einer Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den BRCA1/2-
Genen (rot; BRCA1/2) im Vergleich zu den anderen acht Core-Genen (blau; nicht BRCA1/2). Bei Patienten
mit Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den Genen BRCA1 und BRCA2 lag das mediane
berechnete Heterozygoten-Risiko bei 53,0 % (niedrigstes Heterozygoten-Risiko = 2,6 %, hochstes
Heterozygoten-Risiko = 99,0 %). Bei Patienten ohne Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den
anderen Genen acht Core-Genen lag das mediane berechnete Heterozygoten-Risiko bei 26,0 % (niedrigstes
Heterozygoten-Risiko = 1,2 %, hochstes Heterozygoten-Risiko = 96 %). Die medianen Heterozygoten-Risiken
unterscheiden sich statistisch signifikant (logistisches Regressionsmodell; p < 0,01*). B) Medianes
Heterozygoten-Risiko der Patienten mit einer Mutation der Klasse 4 oder 5 in den BRCA1/2-Genen (rot;
BRCA1/2) im Vergleich zu den anderen acht Core-Genen (blau; nicht BRCA1/2). Bei Patienten mit
Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den Genen BRCA1 und BRCA2 lag das mediane berechnete
Heterozygoten-Risiko bei 60 % (niedrigstes Heterozygoten-Risiko = 2,6 %, hochstes Heterozygoten-Risiko =
96,0%). Bei Patienten ohne Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den anderen acht Core-Genen lag das
mediane berechnete Heterozygoten-Risiko bei 15,0 % (niedrigstes Heterozygoten-Risiko = 2,5 %, hochstes
Heterozygoten-Risiko = 96,0 %). Die medianen Heterozygoten-Risiken unterscheiden sich statistisch nicht
signifikant (logistisches Regressionsmodell; p = 0,10). Statistische Daten wurden mit dem
Softwareprogramm R, Version 3.3.1, www.r-project.org, R-Paket Ime4 berechnet.

Das mittlere Heterozygoten-Risiko war bei den Patienten mit einer nachgewiesenen
Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den einzelnen Core-Genen unterschiedlich hoch.
Dieses Risiko war bei Patienten mit einer Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den
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Genen ATM, BRCA1, BRCA2, CDH1, NBN, RAD51C, RAD51D und TP53 hoher im Vergleich zu den
untersuchten Patienten ohne eine Sequenzvariante in einem dieser Core-Gene. Das mittlere
Heterozygoten-Risiko lag mit einem Wert von 56,7 % am hochsten bei Patienten mit den
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 im BRCA1-Gen, gefolgt von einem mittleren
Heterozygoten-Risiko von 54,7 % im CDH1-Gen. Das dritthochste mittlere Heterozygoten-Risiko
von 51,9 % zeigten Patienten mit einer Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 im NBN-
Gen. Danach folgten die mittleren Heterozygoten-Risiken von 49,1 % im BRCA2-Gen, von 48,0 %
im RAD51D-Gen und von 41,6 % im ATM-Gen (s. Abb. 3.9 fir mediane Heterozygoten-Risiken).
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Abbildung 3.9: Berechnung des medianen Heterozygoten-Risikos in Korrelation zu identifizierten
Sequenzvarianten in den einzelnen Core-Genen. Fiir jedes der zehn Core-Gene sind die medianen
Heterozygoten-Risiken flr Patienten mit einer Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 (orange
Balken) und bei Patienten ohne Nachweis dieser Sequenzvarianten (dunkelgraue Balken) gezeigt. Die
Heterozygoten-Risiken bei Patienten mit den Sequenzvarianten in einem der Core-Gene und ohne Nachweis
dieser Sequenzvarianten unterscheiden sich statistisch signifikant nur fir das BRCA1-Gen (logistisches
Regressionsmodell; p = 0,01*). Statistische Daten wurden mit dem Softwareprogramm R, Version 3.3.1,
www.r-project.org, R-Paket Ime4 berechnet. Das jeweilige Core-Gen ist oberhalb der entsprechenden
Abbildung aufgefihrt.

Bei 32 Patienten (91,4 %) mit einer Mutation der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den Genen ATM,
BRCA1, BRCA2 und CHEK2 war es moglich das mittlere Heterozygoten-Risiko zu berechnen. In den
Genen CDH1, PALB2 und RAD51C wurde jeweils nur eine Mutation bei insgesamt drei Patienten
(8,6 %) identifiziert. Fir die Gene NBN, RAD51D und TP53 war diese Berechnung nicht moglich, da
in diesen Genen keine Mutation der ACMG-Klasse 4 oder 5 identifiziert wurde.

Das mittlere Heterozygoten-Risiko war mit 89,9 % bei Patienten mit einer Mutation der ACMG-
Klasse 5im CDH1-Gen am hochsten. Das mittlere Heterozygoten-Risiko in den Genen ATM, BRCA2
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und CHEK2 war bei Patienten mit einer Mutation der ACMG-Klasse 4 oder 5 in einem dieser Gene
niedriger als bei den Patienten ohne diese Mutation im entsprechenden Gen. Dahingegen war bei
Patienten mit Mutationen in den Genen BRCA1, CDH1, PALB2 und RAD51C das Heterozygoten-
Risiko entsprechend hoéher als ohne identifizierte Mutation.

3.3.7 Berechnung des Lebenszeitrisikos in Assoziation mit identifizierten
Sequenzvarianten in den 10 Core-Genen

Fir jeden Patienten dieser Kohorte wurde das Lebenszeitrisiko bis zum 85. Lebensjahr an einem
Mammakarzinom zu erkranken mit Hilfe des Computerprogramms Cyrillic 2.13 berechnet. Diese
rechnerischen Risiken wurden anschlieBend mit der eigentlichen Detektionsrate der
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den 10 Core-Genen in Korrelation gesetzt.

Das Lebenszeitrisiko lag bei Patienten mit einer Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in
den 10 Core-Genen mit dem Risikokalkulationsprogramm Cyrillic 2.13 bei 31 £ 23 % und bei den
Patienten ohne diese Sequenzvarianten bei 24 + 19 %. Diese Risiken unterscheiden sich statistisch
signifikant (p = 0,03).

Bei den Patienten mit einer Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den Genen BRCA1
oder BRCA2 (BRCA1/2) lag das mittlere Lebenszeitrisiko bei 41 + 26 %. Bei Patienten mit einer
nachgewiesenen Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den anderen acht Core-Genen
(nicht BRCA1/2) betrug das mittlere Lebenszeitrisiko 25 + 19 %. Diese Risiken unterscheiden sich
statistisch signifikant (p < 0,01) (fir mediane Werte s. Abb. 3.10A).

Fir die Patienten mit einer Mutation der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den BRCA1- und BRCA2-Genen
(BRCA1/2) wurde ein mittleres Lebenszeitrisiko von 42 + 27 % berechnet. Fiir die Patienten mit
einer Mutation der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den anderen acht Core-Genen (nicht BRCA1/2) wurde
ein mittleres Lebenszeitrisiko von 27 + 24 % ermittelt. Diese Risiken unterscheiden sich statistisch
nicht signifikant (p = 0,12) (fiir mediane Werte s. Abb. 3.10B).
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Abbildung 3.10: Berechnung des medianen Lebenszeitrisikos in Korrelation zu identifizierten
Sequenzvarianten in den 10 Core-Genen. A) Berechnung des medianen Lebenszeitrisikos bis zum 85.
Lebensjahr (LJ) an einem Mammakarzinom zu erkranken (Programm Cyrillic 2.13) bei Patienten mit einer
Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den BRCA1/2-Genen (rot; BRCA1/2) im Vergleich zu den
anderen acht Core-Genen (blau; nicht BRCA1/2). Bei Patienten mit Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4
oder 5 in den Genen BRCA1 und BRCA2 lag das berechnete mediane Lebenszeitrisiko bei 35,0 % (niedrigstes
Lebenszeitrisiko = 4,7 %, hochstes Lebenszeitrisiko = 84,0 %). Bei Patienten ohne Sequenzvarianten der
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ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den anderen acht Core-Genen lag das berechnete mediane Lebenszeitrisiko bei
18,0 % (niedrigstes Lebenszeitrisiko = 1,4 %, hochstes Lebenszeitrisiko = 74,0 %). Die medianen
Heterozygoten-Risiken unterscheiden sich statistisch signifikant (logistisches Regressionsmodell, p < 0,01*).
B) Das mediane Lebenszeitrisiko, bis zum 85. Lebensjahr an einem Mammakarzinom zu erkranken, bei
Patienten mit einer Mutation der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den BRCA1/2-Genen (rot; BRCA1/2) im Vergleich
zu den anderen acht Core-Genen (blau; nicht BRCA1/2). Bei Patienten mit Mutationen der ACMG-Klasse 4
oder 5 in den Genen BRCA1 und BRCA2 betrug das berechnete mediane Lebenszeitrisiko 37,0 % (niedrigstes
Lebenszeitrisiko = 7,5 %, hochstes Lebenszeitrisiko = 82,0 %). Bei Patienten ohne Mutationen der ACMG-
Klasse 4 oder 5 in den anderen acht Core-Genen lag das berechnete mediane Lebenszeitrisiko bei 16,0 %
(niedrigstes Lebenszeitrisiko = 5,5 %, hochstes Lebenszeitrisiko = 74,0 %). Die medianen Heterozygoten-
Risiken unterscheiden sich statistisch nicht signifikant (logistisches Regressionsmodell; p = 0,12). Statistische
Daten wurden mit dem Softwareprogramm R, Version 3.3.1, www.r-project.org, R-Paket Ime4 berechnet.

Das mittlere Lebenszeitrisiko, bis zum 85. Lebensjahr an einem Mammakarzinom zu erkranken,
lag bei Patienten mit Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den Genen ATM, BRCAL,
BRCA2, NBN und RAD51D hoher als bei den Patienten ohne diesen Sequenzvarianten. Bei
Patienten mit Sequenzvarianten im BRCAI-Gen wurde das hochste mittlere Lebenszeitrisiko bis
zum 85. Lebensjahr an einem Mammakarzinom zu erkranken von 44,0 % verzeichnet. Dieses
Risiko ist fiir Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 im BRCAI-Gen statistisch signifikant
hoher als bei den Patienten ohne eine Sequenzvariante der Klasse 3, 4 oder 5 im BRCA1-Gen (p =
0,01). Die Lebenszeitrisiken in den anderen neun Core-Genen lagen niedriger als bei Patienten mit
Mutationen im BRCA1-Gen und unterscheiden sich statistisch nicht signifikant zu den
Lebenszeitrisiken bei Patienten ohne identifizierte Mutation in dem entsprechenden Gen. Das
mittlere Lebenszeitrisiko, bis zum 85. Lebensjahr an einem Mammakarzinom zu erkranken, lag bei
Patienten mit den Sequenzvarianten der Klasse 3, 4 oder 5 in den Genen CDH1, CHEK2, RAD51C
und TP53 niedriger als bei den Patienten ohne diese Sequenzvariante in dem jeweiligen Gen. Die
medianen Werte fir die Lebenszeitrisiken bei Patienten mit und ohne Sequenzvarianten der
ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in einem der 10 Core-Gene sind in der Abbildung 3.11 gezeigt.
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Abbildung 3.11: Berechnung des medianen Lebenszeitrisikos in Korrelation zu identifizierten
Sequenzvarianten in den einzelnen Core-Genen. Fiir jedes der zehn Core-Gene ist das mediane
Lebenszeitrisiko fur Patienten mit einer Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 (orange Balken) und
bei Patienten ohne diese Sequenzvariante (dunkelgraue Balken) angezeigt. Dieses Risiko konnte
programmbedingt mit Cyrillic 2.13 nur flr weibliche Patienten berechnet werden. Fir die vier mannlichen
Patienten in der Kohorte konnte das Lebenszeitrisiko somit nicht ermittelt werden. AusschliefRlich die
Lebenszeitrisiken bei Patienten mit und ohne Nachweis dieser Sequenzvarianten im BRCAI-Gen
unterscheiden sich statistisch signifikant (logistisches Regressionsmodell; p = 0,01*). Statistische Daten
wurden mit dem Softwareprogramm R, Version 3.3.1, www.r-project.org, R-Paket Ime4 berechnet. Das
jeweilige Core-Gen ist oberhalb der entsprechenden Abbildung aufgefiihrt.

Das mittlere Lebenszeitrisiko, bis zum 85. Lebensjahr an einem Mammakarzinom zu erkranken,
war bei 32 Patienten (91,4 %) mit einer Mutation der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den Genen ATM,
BRCA1, BRCA2 und CHEK2 moglich zu berechnen. In den Genen CDH1, PALB2 und RAD51C wurde
bei insgesamt drei Patienten (8,6 %) jeweils nur eine Mutation identifiziert. Fiir die Gene NBN,
RADS51D und TP53 war diese Berechnung nicht moglich, da in diesen Genen keine Mutation der
ACMG-Klasse 4 oder 5 identifiziert wurde.

Das Lebenszeitrisiko bis zum 85. Lebensjahr an einem Mammakarzinom zu erkranken lag mit 61,5
% am hochsten bei dem einzelnen Patienten mit einer Mutation der ACMG-Klasse 4 im CDH1-Gen.
Das mittlere Risiko war bei den Patienten mit Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den Genen
ATM, BRCA1, CDH1 und RAD51C hoher als bei den Patienten ohne Mutationen in diesen Genen.
Bei Patienten mit Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den Genen BRCA2, CHEK2 und PALB2
war dieses Risiko niedriger als bei Patienten ohne Mutationen in einem dieser Gene.
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3.3.8 Histologische Subtypen der Mammakarzinome in Abhangigkeit von der
identifizierten Sequenzvariante in den 10 Core-Genen

Unter 3.2.5 wurde die Einteilung der histologischen Subtypen der Mammakarzinome bei der
untersuchten Patientenkohorte aufgefiihrt. Um festzustellen, ob und wie die identifizierten
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den Core-Genen mit den Tumortypen der
Mammakarzinome korrelieren, wurden diese Werte miteinander verglichen.

Bei insgesamt 32 Patienten der Kohorte wurde histopathologisch ein DCIS (duktales Carcinoma in
situ), bei 105 Patienten ein invasiv duktales Mammakarzinom, bei 16 Patienten ein invasiv
lobuldres Mammakarzinom und bei zwei Patienten ein medullaires Mammakarzinom
diagnostiziert.

Beim Vergleich der detektierten Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 bei diesen
Patienten wurde eine statistische Signifikanz nur bei Patienten mit und ohne detektierten
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in einem der 10 Core-Gene und einem invasiv
duktalen Mammakarzinom detektiert (p = 0,02). Alle anderen Werte unterscheiden sich statistisch
nicht signifikant (s. Tab. 3.10).

Tabelle 3.10: Histologischer Subtyp des Mammakarzinoms in Abhangigkeit von identifizierten
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den 10 Core-Genen. Statistische Daten wurden mit dem
Softwareprogramm R, Version 3.3.1, www.r-project.org, R-Paket Ime4 berechnet.

Acht Core-Gene
10 Core-Gene BRCA1/2 (ohne BRCA1/2)
: : Keine
Histologischer Subtyp Identifizierte . . Identifizierte Keine identifizierte
des MCa i identifizierte i i
Sequenzvariante ) Sequenzvariante Sequenzvariante
Sequenzvariante
Anzahl (%) Anzahl (%) Anzahl (%) Anzahl (%)
DCIS ja 11 (17,5) 21(25,9) 5(20,8) 6 (15,4)
nein 52 (82,5) 60 (74,1) 19 (79,2) 33 (84,6)
p-Wert p=0,31 p=0,73
Invasiv duktales
MCa ja 52 (82,5) 53 (65,4) 21 (87,5) 31(79,5)
nein 11 (17,5) 28 (34,6) 3(12,5) 8(20,5)
p-Wert p =0,02* p=0,51
Invasiv lobuldres
MCa ja 8(12,7) 8(9,9) 2(8,3) 6 (15,4)
nein 55 (87,3) 73 (90,1) 22 (91,7) 33 (84,6)
p-Wert p=0,60 p=0,70

DCIS = duktales Carcinoma in situ; MCa = Mammakarzinom.

Weiterhin konnte keine statistische Signifikanz zwischen den detektierten Mutationen der ACMG-
Klasse 4 oder 5 in den Core-Genen und dem histologischen Subtyp des Mammakarzinoms
detektiert werden (p = 1,00).

Bei drei von insgesamt 31 (9,7 %) an einem DCIS erkrankten Patienten konnten Mutationen der
ACMG-Klasse 4 oder 5 in den Core-Genen nachgewiesen werden. In den Genen BRCA1 und BRCA2
wurden hierbei insgesamt zwei Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 (6,5 %) identifiziert, in den
anderen Core-Genen (im ATM-Gen) wurde insgesamt eine Mutation der ACMG-Klasse 5 detektiert
(3,2 %) (s. Abb. 3.12A).
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Bei insgesamt 21 Patienten (20,0 %) mit einem invasiv duktalen Mammakarzinom konnten 13
Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 (12,4 %) in den Genen BRCA1 und BRCA2 identifiziert
werden und acht (7,6 %) Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den anderen Core-Genen (s.
Abb. 3.12B).

Bei insgesamt vier Patienten (25,0 %) mit einem invasiv lobuldren Mammakarzinom wurden zwei
Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 (12,5 %) in den Genen BRCAI1 und BRCA2 und zwei
Mutationen (12,5 %) in den anderen acht Core-Genen detektiert (s. Abb. 3.12C). Bei Patienten mit
einem medullaren Mammakarzinom wurde keine Mutation der ACMG-Klasse 4 oder 5 in einem
der Core-Gene detektiert.
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Abbildung 3.12: Histologischer Subtyp des Mammakarzinoms in Abhangigkeit von einer Mutation der
ACMG-Klasse 4 oder 5 in den 10 Core-Genen. Die Patienten wurden nach dem Subtyp des
Mammakarzinoms (MCa) in die Gruppe DCIS (duktales Carcinoma in situ) (A), invasiv duktales
Mammakarzinom (B) und invasiv lobuldres Mammakarzinom (C) unterteilt. Jede Patientengruppe mit
einem spezifischen Subtyp des Mammakarzinoms wurde zusatzlich in zwei Gruppen unterteilt, eine Gruppe
stellten die Patienten mit Mutation (rot) und ohne Mutation (blau) der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den Genen
BRCA1 oder BRCA2 (BRCA1/2) dar. Die zweite Gruppe waren Patienten mit Mutation (rot) und ohne
Mutation (blau) der ACMG-Klasse 4 oder 5 in einem der anderen acht Core-Gene. Es konnte keine
statistische Signifikanz zwischen den detektierten Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den 10 Core -
Genen und dem histologischen Subtyp des Mammakarzinoms detektiert werden (logistisches
Regressionsmodell; p = 1,00). Statistische Daten wurden mit dem Softwareprogramm R, Version 3.3.1,
www.r-project.org, R-Paket Ime4 berechnet. NA = keine Angaben zum Tumortyp vorhanden.

3.3.9 Rezeptorstatus der Mammakarzinome in Korrelation zu identifizierten
Sequenzvarianten in den Core-Genen

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Expression des ERa und des PR sowie die Uberexpression
des ERBB2-Rezeptors im Gewebe des Mammakarzinoms in Assoziation mit dem
Familienstammbaum einen Hinweis auf einen hereditdren Ursprung des Mammakarzinoms geben
kénnte (Honrado et al. 2005).

Daher sollte in der hier vorliegenden Patientenkohorte ein moglicher Zusammenhang zwischen
der Expression der o. g. Rezeptoren in den Tumoren und dem Mutationsstatus in den 10 Core-
Genen in der genomischen DNA aus Lymphozyten detailliert untersucht werden (s. Anhang Tab.
7.4).

Bei insgesamt 104 Patienten mit exprimierten ERa im Tumorgewebe konnten bei 11 Patienten
(10,6 %) eine Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den BRCA1- und BRCA2-Genen und
bei 37 Patienten (35,6 %) in den anderen acht Core-Genen identifiziert werden. Bei 15 von
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insgesamt 44 Patienten (34,1 %) ohne nachgewiesene ERa-Expression im Mammakarzinom wurde
eine Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den BRCA1- oder BRCA2-Genen und bei
sieben Patienten (15,6 %) in den anderen acht Core-Genen detektiert. Diese Werte sind statistisch
signifikant (p < 0,01) (s. Tab. 7.4 im Anhang und Abb. 3.13A).

Bei 11 von insgesamt 95 Patienten (11,6 %) mit nachgewiesener PR-Expression im Tumorgewebe
konnte eine Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den BRCA1- oder BRCA2-Genen und
bei 33 Patienten (34,7 %) in den restlichen acht Core-Genen identifiziert werden. Bei 15 von
insgesamt 52 Patienten (28,8 %) ohne PR-Expression im Tumorgewebe konnte eine BRCA1- oder
BRCA2-Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 und bei 10 Patienten (19,2 %) in den
anderen acht Core-Genen identifiziert werden. Diese Werte unterscheiden sich statistisch
signifikant (p = 0,01) (s. Tab. 7.4 im Anhang und Abb. 3.13B). Alle anderen Unterschiede beziiglich
der Expression der Rezeptoren in den Tumoren und der Detektion von Sequenzvarianten in der
genomischen DNA aus Lymphozyten waren statistisch nicht signifikant (s. Anhang Tab. 6.4).
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Abbildung 3.13: Rezeptorstatus der untersuchten Mammakarzinome in Korrelation zu den identifizierten
Sequenzvarianten in den Genen BRCA1 und BRCA2 (BRCA1/2) und in den anderen Core-Genen (nicht
BRCA1/2). Die Patienten wurden nach der Expression des ERa (A), PR (B) und der Uberexpression des
ERBB2-Rezeptors (C) in den Mammakarzinomen gruppiert. Die jeweilige Patientengruppe mit der
Expression bzw. Uberexpression des jeweiligen Rezeptors wurde wiederum in zwei Gruppen unterteilt, eine
Gruppe stellten Patienten mit Sequenzvarianten (rot) und ohne Sequenzvarianten (blau) der ACMG-Klasse
3, 4 oder 5 in den Genen BRCA1 oder BRCA2 (BRCA1/2) dar. Die zweite Gruppe waren Patienten mit
Sequenzvarianten (rot) und ohne Sequenzvarianten (blau) der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in einem der
anderen acht Core-Gene. Die Korrelation der Expression des ERa und PR zur identifizierten Sequenzvariante
der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den Genen BRCA1 und BRCA2 und den anderen acht Core-Genen ist
statistisch signifikant (fur ERa: p < 0,01* und fiir PR: p = 0,01%, logistisches Regressionsmodell). Statistische
Daten wurden mit dem Softwareprogramm R, Version 3.3.1, www.r-project.org, R-Paket Ime4 berechnet.
NA = keine Angaben zur Expression des Rezeptors vorhanden.

32 Patienten (18,5 %) der an einem Mammakarzinom erkrankten Patienten wiesen ein triple-
negatives Mammakarzinom (keine Expression des ERa, des PR und keine Uberexpression des
ERBB2-Rezeptors im Tumorgewebe) auf. Bei insgesamt 16 dieser Patienten (50,0 %) wurden
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 identifiziert. Diese Detektionsrate unterscheidet
sich statistisch nicht signifikant im Vergleich zu der Detektionsrate der Sequenzvarianten der
ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 der gesamten Kohorte (p = 0,56) (s. Tab. 3.11). Zwei dieser Patienten
wiesen jeweils zwei Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 auf. Bei einem dieser
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Patienten wurde eine Mutation der ACMG-Klasse 5 im BRCA1-Gen und eine Sequenzvariante der
ACMG-Klasse 3 im RAD51C-Gen identifiziert. Bei dem anderen Patienten wurde jeweils eine
Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3 in den Genen BRCA2 und RAD51D detektiert. In der
Patientenkohorte mit triple-negativen Mammakarzinomen wurden insgesamt 13 Mutationen
(40,6 %) der ACMG-Klasse 5 detektiert. Wahrscheinlich pathogene Mutationen der ACMG-Klasse 4
wurden nicht identifiziert. Diese Detektionsrate unterscheidet sich statistisch signifikant im
Vergleich zu der Detektionsrate bei den Patienten ohne triple-negative Mammakarzinome (p =
0,001) (s. Tab. 3.11). Patienten mit triple-negativen Mammakarzinomen erkrankten in einem
mittleren Alter von 41,8 Jahren (Erkrankungspanne von 25 bis 87 Jahren). Dahingegen erkrankten
Patienten ohne triple-negative Mammakarzinome mit einem mittleren Alter von 47,8 Jahren
(Erkrankungspanne von 24 bis 88 Jahren). Zehn der Mutationen (75,0 %) der ACMG-Klasse 5
wurden im BRCA1-Gen identifiziert sowie jeweils eine Mutation in den Genen ATM, BRCA2 und
PALB2. Die Detektionsrate der Mutationen im BRCA1-Gen war statistisch signifikant hoher (p =
0,0004) im Vergleich zu den Detektionsraten der Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 bei
Patienten mit triple-negativen Mammakarzinomen in den anderen neun Core-Genen (s. Tab.
3.11). Patienten mit einem triple-negativen Mammakarzinom und einer identifizierten Mutation
der ACMG-Klasse 5 erkrankten mit einem mittleren Alter von 42,7 Jahren (Erkrankungspanne von
25 bis 63 Jahren). Auf der anderen Seite erkrankten Patienten mit einem triple-negativen
Mammakarzinom ohne eine Mutation der ACMG-Klasse 4 oder 5 mit einem mittleren Alter von
48,8 Jahren (Erkrankungspanne von 27 bis 87 Jahren).

Tabelle 3.11: Triple-negative Mammakarzinome in Abhangigkeit von identifizierten Sequenzvarianten der
ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den 10 Core-Genen. Statistische Daten wurden mit dem Softwareprogramm R,
Version 3.3.1, www.r-project.org, R-Paket Ime4, Exakter Fischer-Test, berechnet.

Anzahl der Patienten

Triple-negative
Mammakarzinome

Sequenzvarianten der
ACMG-Klasse 3, 4 oder 5

Mutationen der ACMG-
Klasse 4 oder 5

Mutationen der
ACMG-Klasse 4 oder 5

im BRCA1-Gen
ja nein ja nein ja nein
ja 16 16 13 19 10 22
nein 72 96 22 146 8 160
p-Wert 0,56 0,001* 0,0004*

3.3.10 Detektionsraten der Sequenzvarianten in den BRCA1- und BRCA2-Genen
im Vergleich zu allen 10 analysierten Core-Genen

Es sollte Gberprift werden, ob die molekulargenetische Analyse aller 10 Core-Gene eine groflere
Anzahl von Patienten mit einer molekulargenetisch gesicherten hereditdren Form des Mamma-
und Ovarialkarzinoms identifiziert als nur die alleinige Analyse der Gene BRCA1 und BRCA2. Dazu
wurden die Detektionsraten der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den BRCA1-
und BRCA2-Genen mit den entsprechenden Detektionsraten in allen 10 Core-Genen verglichen.
Die Detektionsrate fiir Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in allen 10 Core-Genen lag
bei insgesamt 44,0 %. Wenn nur die BRCAI1- und BRCA2-Gene betrachtet wurden, lag die
Detektionsrate bei 18,0 %. Die Detektionsrate der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5
in den 10 Core-Genen war damit statistisch signifikant héher als die Detektionsrate in den Genen
BRCA1 und BRCAZ2 alleine (p < 0,0001).

Die Detektionsrate der Mutationen der ACMG-Klassen 4 oder 5 in den BRCA1- und BRCA2-Genen
betrug 11,0 %, in allen 10 analysierten Core-Genen lag diese Detektionsrate bei 18,0 %. Die
Detektionsrate der Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in allen 10 Core-Genen ist somit
statistisch signifikant hoher als die Detektionsrate in den Genen BRCAI1 und BRCAZ2 alleine (p =
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0,0009). In den Genen NBN, RAD51D und TP53 wurden keine Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder
5 in dieser Patientenkohorte nachgewiesen.

3.4 Ausgewahlte Fille mit identifizierten Sequenzvarianten

Aus den insgesamt 200 analysierten Fallen dieser Kohorte wurden insgesamt vier Patienten
ausgewahlt und weiterfilhrend im Detail molekulargenetisch untersucht. Ebenso wurde ein
zusatzlicher Patient (39202) fir detaillierte molekulargenetische Analysen ausgewahlt, der zwar
selbst die Kriterien fir die hereditdre Form des Mamma- und Ovarialkarzinoms nicht erfillt hatte,
sondern seine an einem beidseitigen Mammakarzinom verstorbene Tante mitterlicherseits. Diese
finf Patienten wurden einer intensivierten molekulargenetischen Diagnostik unterzogen, da
entweder die detektierte Sequenzvariante in der Literatur und in den Datenbanken nicht
beschrieben war, die Pathogenitdt der identifizierten Sequenzvariante mit den funktionellen
Analysen weiter klassifiziert werden sollte, oder die Segregationsanalyse der identifizierten
Sequenzvariante bzw. der Mutation in der Familie unerwartete Ergebnisse erbrachte.

3.4.1 Patientin 39784

3.4.1.1 Klinische Daten und Familienanamnese zur Indexpatientin 39784

Die Indexpatientin 39784 (s. Abb. 3.14, 111.11) war im Alter von 29 Jahren an einem linksseitigen
Mammakarzinom erkrankt. Es handelte sich um ein invasiv duktales Mammakarzinom im Stadium
pT1lb. Im Tumorgewebe konnte eine Expression des ERa nachgewiesen werden, wohingegen eine
Uberexpression des ERBB2-Rezeptors nicht detektiert werden konnte. Die Information bzgl. der
Expression des PR im Tumor war nicht vorhanden. Der Bruder (s. Abb. 3.14, [11.12) und die Eltern
(s. Abb. 3.14, 1.4 und II.5) der Indexpatientin waren bezlglich Tumorerkrankungen unauffallig. In
der Familie vaterlicherseits war der GroRvater (s. Abb. 3.14, 1.4) im Alter von ca. 80 Jahren an
einem Prostatakarzinom erkrankt und an den Folgen verstorben. In der Familie mutterlicherseits
war die Tante (s. Abb. 3.14, 1I.3) mit ca. 40 Jahren an einem Ovarialkarzinom erkrankt und mit 50
Jahren an den Folgen verstorben. Ferner wurde bei der GroBmutter mutterlicherseits (s. Abb.
3.14, 1.1) mit etwa 72 Jahren ein Lymphom diagnostiziert. Sie war mit 74 Jahren verstorben.

Die Kriterien fir eine hereditire Form des Mamma- und Ovarialkarzinoms, definiert vom
Deutschen Konsortium Familidarer Brust- und Eierstockkrebs, fiir eine molekulargenetische
Untersuchung der 10 Core-Gene waren in der Familie der Indexpatientin 39784 gegeben. Im Fall
der Indexpatientin 39784 war das Kriterium J erfillt, d. h. dass mindestens eine Frau in der Familie
an einem Mammakarzinom und mindestens eine Frau an einem Ovarialkarzinom erkrankt waren.
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Abbildung 3.14: Stammbaum der Indexpatientin 39784 (lll.11) Uber drei Generationen. Weibliche
Personen sind mit einem Kreissymbol, mannliche Personen mit einem Quadratsymbol dargestellt.
Patientensymbole mit einem diagnostizierten Mamma-(MCa)- oder Ovarialkarzinom (OvCa) sind schwarz
gekennzeichnet. Patientensymbole mit anderen Tumorerkrankungen, auRer Mamma- und Ovarialkarzinom,
sind schraffiert dargestellt. Die Altersangaben im Stammbaum beziehen sich auf das aktuelle Alter der
Personen wie bei der genetischen Beratung vom Indexpatienten angegeben. Der Pfeil weist auf die
Indexpatientin hin (111.11). Bei der Indexpatientin 39784 konnte die heterozygote Sequenzvariante c.346G>A
im RAD51D-Gen nachgewiesen werden (*). Eine Tante mitterlicherseits (I1.3) war mit 50 Jahren an den
Folgen eines Ovarialkarzinoms verstorben. Bei der GroRmutter mutterlicherseits (1.1) war mit ca. 72 Jahren
ein Lymphom diagnostiziert worden. In der vaterlichen Linie der Familie erkrankte der GroRvater (1.4) der
Indexpatientin mit ca. 80 Jahren an einem Prostatakarzinom (ProstataCa).

3.4.1.2 Ergebnisse der molekulargenetischen Analyse der Indexpatientin 39784

An der genomischen DNA aus Lymphozyten der Indexpatientin 39784 erfolgte eine Multi-Gen-
Panel-Untersuchung (TruRisk™) mit der Auswertung aller 10 Core-Gene (ATM, BRCA1, BRCA?2,
CDH1, CHEK2, NBN, PALB2, RAD51C, RAD51D und TP53) sowie eine MLPA-Analyse der Gene
BRCA1, BRCA2, CHEK2, PALB2, RAD51C und RAD51D.

Bei der Sequenzanalyse mittels NGS wurde im Exon 5 des RAD51D-Gens die Sequenzvariante
c.346G>A (p.(Valll6lle)) heterozygot nachgewiesen (s. Abb. 3.15B). Die Sequenzvariante
¢.346G>A wurde in ca. 46 % der Sequenz-Reads identifiziert, was nahezu einem heterozygoten
Zustand entspricht. Die o. g. Sequenzvariante im RAD51D-Gen konnte nach einer unabhangigen
PCR und Sanger-Sequenzierung an der genomischen DNA der Indexpatientin 39784 mit einem
Primerpaar im Intron 4 und Intron 5 des RAD51D-Gens verifiziert werden (s. Abb. 3.15A und
3.16C). Es wurden keine weiteren Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den anderen
Core-Genen nachgewiesen. Auch konnte keine Deletion/Duplikation mittels MLPA-Analyse in den
0. g. Genen identifiziert werden.
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Abbildung 3.15: Nachweis der heterozygoten Sequenzvariante c.346G>A im RAD51D-Gen bei der
Indexpatientin 39784. A) Schematische Darstellung der Lokalisation der RAD51D-Gen-spezifischen Primer
zur Amplifikation der genomischen DNA der Indexpatientin. Ein Ausschnitt des RAD51D-Gens ist aufgefiihrt.
Drei unterschiedliche Exons und zwei Introns des RAD51D-Gens und deren Nummerierungen sind
angegeben. Die Lokalisation des forward (RAD51D_Ex5F) Primers in Intron 4 und des reverse
(RAD51D_Ex5R) Primers in Intron 5 sind jeweils mit einem Pfeil markiert. Die rote vertikale Linie zeigt die
Lokalisation der Sequenzvariante c.346G>A im RAD51D-Gen. Unter B) und C) ist jeweils ein Ausschnitt aus
dem Auswerteprogramm SequencePilot, Modul SeqNext (B) und aus dem Programm Chromas Lite 2.1.1 (C)
dargestellt. B) Darstellung der kombinierten Sequenz (forward- und reverse-Richtung) der Sequnezvariante
c.346G>A im RAD51D-Gen in heterozygoter Form als Elektropherogramm. C) Elektropherogramm der
Sequenzvariante c.346G>A im RAD51D-Gen nach Sanger Sequenzierung. Diese Sequenzvariante wurde
sowohl in der forward als auch in der reverse Sequenz heterozygot detektiert. Die Pfeile in B) und C) weisen
auf die Nukleotidposition ¢.346 im RAD51D-Gen hin. Die hochkonservierten Dinukleotide ag der 3'-
Akzeptor-Spleilstelle im Intron 4 des RAD51D-Gens sind in B) und C) umrahmt. Intronsequenzen sind in
Kleinbuchstaben angegeben, Exonsequenzen in GroBbuchstaben.

Die Sequenzvariante c.346G>A im Exon 5 des RAD51D-Gens liegt unmittelbar stromabwarts des
hochkonservierten Dinukleotids ag der 3’-Akzeptor-SpleiRstelle im Intron 4 und wurde in der
Datenbank des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust- und Eierstockkrebs als Variante unklarer
Signifikanz (VUS; ACMG-Klasse 3) gelistet. Die Sequenzvariante ist in der erweiterten
Konsensussequenz der 3’-Akzeptor-SpleiRstelle lokalisiert (Cartegni et al. 2002). Die klinische
Bedeutung dieser Sequenzvariante wurde bisher weder in anderen Datenbanken (HGMD, LOVD
und ClinVar) noch in der Literatur beschrieben. Diese VUS wurde zweifach als heterozygote
Variante im ExAC-Browser (Exome Aggregation Consortium) gelistet. Die computergestitzten
Vorhersageprogramme MutationTaster und PolyPhen-2 bewerteten die 0. g. Sequenzvariante im
RAD51D-Gen als krankheitsverursachend, dagegen stufte das Vorhersageprogramm SIFT diese
Sequenzvariante als nicht krankheitsverursachend ein. Die Analyse mit dem Vorhersageprogramm
Human Splicing Finder ergab, dass durch den Basenaustausch eine potentielle neue Spleilistelle
im RAD51D-Gen generiert wird.

Um eine Beeintrachtigung des SpleiRvorgangs durch die o. g. Sequenzvariante im RAD51D-Gen zu
ermitteln, wurden funktionelle Analysen an der Lymphozyten-RNA der Indexpatientin 39784
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durchgefihrt. Mit Hilfe dieser Untersuchungen sollte gezeigt werden, ob die Sequenzvariante
¢.346G>A im RAD51D-Gen moglicherweise zu aberranten RAD51D-Transkripten fuhrt.

Dazu wurde aus den Lymphozyten der Indexpatientin 39784 sowie aus einer Wildtypkontrolle
zunachst die Gesamt-RNA isoliert und nachfolgend mittels Oligo-dT-Primern und reverser
Transkriptase in die entsprechende cDNAs umgeschrieben. AnschlieBend wurde die cDNA der
Indexpatientin mit Hilfe von RAD51D-Gen-spezifischen Primern (forward Primer lokalisiert in Exon
4; reverse Primer lokalisiert in Exon 7) und konventioneller PCR amplifiziert (s. Abb. 3.16). Als
Kontrolle wurde die Wildtyp-cDNA unter identischen Bedingungen amplifiziert.

RAD51D-Gen
c.346G>A
5" Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 3’
] ] ] ]
RADS1D Ex4 7Fc RAD51D Ex4 7Rc
— —

Abbildung 3.16: Schematische Darstellung der Lokalisation der RAD51D-Gen-spezifischen Primer zur
Amplifikation der Patienten-cDNA. Ein schematischer Ausschnitt der RAD51D-cDNA ist aufgefiihrt. Vier
unterschiedliche Exons der RAD51D-cDNA und deren Nummerierungen sind angegeben. Die Lokalisation
des forward (RAD51D_Ex4_7Fc) Primers in Exon 4 und des reverse (RAD51D_Ex4_7Rc) Primers in Exon 7
sind jeweils mit einem Pfeil markiert. Die rote vertikale Linie zeigt die Lokalisation der Sequenzvariante
€.346G>A auf cDNA-Ebene an.

Nach der Amplifikation der RAD51D-cDNA der Indexpatientin 39784 und der RAD51D-cDNA des
Wildtyps wurden die jeweiligen PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. In
der gelelektrophoretischen Auftrennung zeigte sich ein 295 bp groRes PCR-Produkt flir RAD51D
sowohl an der cDNA der Indexpatientin als auch an der mitgefiihrten cDNA der Wildtyp-Kontrolle.
Diese generierten PCR-Produkte entsprachen exakt den berechneten GréoRen der PCR-Produkte,
d. h. aberrante RAD51D-Transkripte konnten mit Hilfe dieses Versuchsansatzes in der cDNA der
Indexpatientin nicht beobachtet werden. Die Bande vom 39784 zeigte dagegen eine schwachere
Intensitat als die vom Wildtyp (WT), was auf ein mogliches nonsense-mediated mRNA decay
hindeuten koénnte (s. Abb. 3.17A). Um die Intaktheit der eingesetzten RNA-Proben der
Indexpatientin 39784 sowie der Wildtyp-Kontrolle zu (berprifen, wurde ebenfalls eine PCR mit
spezifischen Primern flir das Housekeeping-Gen LDAH durchgefiihrt (s. Abb. 3.17B).

Da in der oben aufgefiihrten PCR-Analyse keine aberranten RAD51D-Transkripte nachgewiesen
werden konnten und um zu zeigen, ob die genomische Sequenzvariante c.346G>A im RAD51D-
Gen auch auf cDNA-Ebene identifiziert werden kann, wurde eine direkte Sanger-Sequenzanalyse
des RAD51D-PCR-Produkts (295 bp) durchgefiihrt. Die Sequenzanalyse des RAD51D-PCR-Produkts
der Indexpatientin 39784 ergab nahezu eine Wildtypsequenz, d. h. die genomische
Sequenzvariante c.346G>A im RAD51D-Gen war auf cDNA-Ebene nicht mehr eindeutig zu
detektieren (s. Abb. 3.17C).
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Abbildung 3.17: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte nach Amplifikation der RAD51D-
c¢DNA und Ergebnisse der Sequenzanalyse des RAD51D-PCR-Produkts der Indexpatientin 39784. A)
Exemplarisches Foto einer Agarosegelelektrophorese nach Auftrennung der amplifizierten PCR-Produkte
der RAD51D-cDNA der Indexpatientin 39784 und der Wildtypkontrolle (WT). Die mit den o. g. Primern in
Exon 4 und Exon 7 der RAD51D-cDNA durchgefiihrte PCR ergab in beiden Fallen PCR-Produkte mit einer
GroRe von 295 bp, die exakt den berechneten GroRen entsprachen. Als Negativkontrolle wurde eine PCR
ohne zugegebene cDNA durchgefuhrt (Blank). B) Um die Intakheit der eingesetzten RNA-Proben zu
Uberprifen, wurde eine PCR an der cDNA der Indexpatientin 39784 sowie an der cDNA der Wildtypkontrolle
mit spezifischen Primern fir das Housekeeping-Gen LDAH (lipid droplet associated hydrolase)
vorgenommen. Auch hier ergaben sich PCR-Produkte mit den erwarteten GroRen von jeweils 98bp. Als
Negativkontrolle wurde wiederum eine PCR ohne zugegebene cDNA durchgefiihrt (Blank). Durch die
parallel als Langenstandard mitgefiihrte 1kb-plus-Leiter der Firma Invitrogen war eine vergleichende
GroRenbestimmung der PCR-Produkte moglich. Zum Nachweis der PCR-Produkte wurde das Agarosegel
nach der Elektrophorese auf einen UV-Transilluminator (230-360 nm) Uberfiihrt und mit einem Video-
Dokumentationssystem fotografiert. C) Ergebnisse der Sequenzanalyse des RAD51D-PCR-Produkts der
Indexpatientin 39784. Ausschnitt der Exon 4-/Exon 5-Sequenz der RAD51D-cDNA aus dem Programm
Chromas Lite 2.1.1 als Elektropherogramm. Mittels Sanger-Sequenzierung wurde das RAD51D-PCR-Produkt
(GroRe von 295 bp) aus der cDNA der Indexpatientin 39784 analysiert. Die Sequenzauswertung mit Hilfe des
Computerprogramms Chromas Lite 2.1.1 ergab eine nahezu reine Wildtypsequenz auf cDNA-Ebene bei der
Indexpatientin 39784. Die bei der Indexpatientin auf genomischer Ebene detektierte Sequenzvariante
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€.346G>A im RAD51D-Gen konnte somit auf cDNA-Ebene nicht mehr klar nachgewiesen werden. Der Pfeil
weist auf die Nukleotidposition c.346 in der RAD51D-cDNA hin.

Aus den vorhergehenden Experimenten ergab sich der deutliche Hinweis auf ein mogliches
nonsense-mediated mRNA decay bei der Indexpatientin 39784, d. h. das mutierte bzw. aberrant
gespleilite RAD51D-Transkript der Indexpatientin wurde einem enzymatischen Abbau
unterworfen. Um diese Hypothese naher zu lGberprifen, wurde eine quantitative Real-Time PCR-
Analyse an der cDNA der Indexpatientin 39784 sowie an der cDNA der Wildtyp-Kontrolle mit den
RAD51D-spezifischen Primern durchgefiihrt (forward Primer lokalisiert in Exon 4, reverse Primer
lokalisiert in Exon 6). Anhand dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die RAD51D-
Transkriptmenge der Indexpatientin im Vergleich zur Wildtypkontrolle um ca. 50,0 % verringert
vorliegt (s. Abb. 3.18). Dies erklart auch die schwéachere Intensitdt der Bande vom 39784 im
Vergleich zum WIldtyp in der Abbildung 3.17A.
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Abbildung 3.18: Ergebnisse der quantitativen Real-Time PCR (qRT PCR)-Analyse der RAD51D-Transkripte
der Indexpatientin 39784 und einer Wildtyp-Kontrolle. Die quantitative Real-Time PCR (qRT PCR) Analyse
wurde an der cDNA der Indexpatientin 39784 sowie an der cDNA einer Wildtyp-Kontrolle (WT) mit den
RAD51D-spezifischen Primern als Triplikat durchgefiihrt. Dabei konnte eine um ca. 50 % reduzierte RAD51D-
Transkriptmenge bei der Indexpatientin 39784 im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle aufgezeigt werden.

Mit Hilfe der funktionellen Abkldarung der heterozygoten Sequenzvariante c¢.346G>A im RAD51D-
Gen konnte somit das Ergebnis der computergestiizten Vorhersageprogramme MutationTaster
und Human Splicing Finder bestatigt werden. Zusammengefasst deuten die durchgefiihrten
funktionellen Analysen auf ein nonsense-mediated mRNA decay der mutierten bzw. aberrant
gespleiften RAD51D-Transkripte hin. Anhand dieser Ergebnise konnte die Sequenzvariante
¢.346G>A im RAD51D-Gen als Variante unklarer Signifikanz (ACMG-Klasse 3) mit der klinischen
Einschatzung einer wahrscheinlich pathogenen Mutation reklassifiziert werden.
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3.4.2 Patientin 39037

3.4.2.1 Klinische Daten und Familienanamnese zur Indexpatientin 39037

Die Indexpatientin 39037 (s. Abb. 3.19, II1.12) war im Alter von 50 Jahren an einem rechtsseitigen
Mammakarzinom erkrankt. Es handelte sich um ein invasiv duktales Mammakarzinom im Stadium
pT(2)1a, pNX, MO mit starker Expression des ERa und des PR, jedoch keiner Uberexpression des
ERBB2-Rezeptors im Tumorgewebe. Eine Schwester (s. Abb. 3.19, Il1.11) der Indexpatientin 39039
erkrankte mit 54 Jahren an einem multizentrischen invasiv duktalen Mammakarzinom im Stadium
pTlc, pN1, MO mit einer nachgewiesenen Expression des ERa und des PR und ohne
Uberexpression des ERBB2-Rezeptors im Tumorgewebe. Eine weitere Schwester (s. Abb. 3.19,
[11.L10) der Indexpatientin war mit etwa 63 Jahren an einem rechtsseitigen invasiv lobuldren
Mammakarzinom erkrankt mit nachgewiesener Expression des ERa und des PR im Tumorgewebe
und ohne Uberexpression des ERBB2-Rezeptors. Ebenso erkrankte eine Tochter des Onkels
mutterlicherseits (s. Abb. 3.19, IIl.4) mit ca. 50 Jahren an einem einseitigen Mammakarzinom.
Weiterhin war bei einer Tante mutterlicherseits (s. Abb. 3.19, I.1) mit ca. 79 Jahren ein
Mantelzell-Lymphom diagnostiziert worden und die GroBmutter mutterlicherseits (s. Abb. 3.19,
I.1) war mit 86 Jahren an einem Hautkrebs erkrankt. Beim Vater (s. Abb. 3.19, 1.4) der
Indexpatientin 39039 wurde ein Plasmozytom diagnostiziert. Er war mit 80 Jahren verstorben.

Bei der Indexpatientin 39037 waren die Kriterien fiir eine molekulargenetische Untersuchung bei
V. a. ein hereditdires Mamma- und Ovarialkarzinom gegeben. Es war hierbei das Kriterium A
erfillt, d. h. mindestens drei Frauen aus der gleichen Linie einer Familie waren unabhangig vom
Alter bei der Erstdiagnose an einem Mammakarzinom erkrankt.
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Abbildung 3.19: Stammbaum der Indexpatientin 39037 (lll.12) iiber vier Generationen. Weibliche
Personen sind mit einem Kreissymbol, mannliche Personen mit einem Quadratsymbol dargestellt.

Personensymbole mit einem Mammakarzinom (MCa) sind schwarz gekennzeichnet. Personensymbole mit
anderen Tumorerkrankungen, auller einem Mammakarzinom, sind schraffiert dargestellt. Die
Altersangaben im Stammbaum beziehen sich auf das aktuelle Alter der Personen wie bei der genetischen
Beratung von der Indexpatientin angegeben. Der Pfeil weist auf die Indexpatientin 39037 hin (l1.12). Die
Indexpatientin 39037 ist Tragerin der heterozygoten Mutation c.6336C>A im ATM-Gen (*). Ein
Mammakarzinom wurde ebenfalls bei zwei Schwestern der Ratsuchenden (111.10 und Ill.11) sowie bei der
Tochter des Onkels miutterlicherseits (I1l.4) diagnostiziert (alle schwarz gekennzeichnet). Eine Tante
mutterlicherseits (I1.1) war mit ca. 79 Jahren an einem Mantelzell-Lymphom erkrankt. Bei der GroRmutter
mutterlicherseits (1.1) wurde mit 86 Jahren ein Hautkrebs diagnostiziert. Der Vater (11.4) der Indexpatientin
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39039 war an einem Plasmozytom erkrankt und im Alter von 80 Jahren verstorben. + = Nachweis der
Mutation c.6336C>A im ATM-Gen; - = Kein Nachweis der Mutation ¢.6336C>A im ATM-Gen.

3.4.2.2 Ergebnisse der molekulargenetischen Analyse der 10 Core-Gene der
Indexpatientin 39037

Bei der Indexpatientin 39037 wurde eine NGS-Multi-Gen-Untersuchung (TruRisk™) mit der
Auswertung der 10 Core-Gene sowie eine MLPA-Untersuchung der Gene BRCA1, BRCA2, CHEK?2,
PALB2, RAD51C und RAD51D an der genomischen DNA aus Lymphozyten durchgefiihrt. Bei der
Indexpatientin 39037 wurde die Mutation c.6336C>A (p.(Cys2112%*)) im Exon 43 des ATM-Gens
detektiert (s. Abb. 3.20A). Die Mutation 6336C>A wurde in ca. 44 % der Sequenz-Reads
identifiziert, was nahezu einem heterozygoten Zustand entspricht. Die o. g. Mutation im ATM-Gen
wurde nach unabhangiger PCR und Sanger-Sequenzierung an derselben DNA identifiziert sowie an
der DNA aus einer zweiten unabhéangigen Blutprobe der Indexpatientin 39037 bestatigt (s. Abb.
3.20B). Es wurden weder weitere Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den anderen
Core-Genen nachgewiesen noch Deletionen/Duplikationen nach der MLPA-Analyse der 0.g. Gene
identifiziert.

A NGS B Sanger-Sequenzierung
cHEEM T G Cc AT T C EA TFE CREC FF E

A i A

ATM, ¢.6336C>A (p.(Cys2112%))

Abbildung 3.20: Nachweis der heterozygoten Mutation c.6336C>A im ATM-Gen an genomischer DNA der
Indexpatientin 39037. Ausschnitte von Exon 43 der ATM-Gensequenz als Elektropherogramme aus den
Auswerteprogrammen SequencePilot, Modul SeqNext (A) und aus dem Programm Chromas Lite 2.1.1 (B). A)
Darstellung der kombinierten Sequenz (forward- und reverse-Richtung) der Mutation c.6336C>A im ATM-
Gen (s. Pfeil) in heterozygoter Form. Diese Mutation wurde nach dem NGS-Verfahren bei der Indexpatientin
39784 detektiert. B) Nachsequenzierung der Mutation c.6336C>A im ATM-Gen (s. Pfeil) mittels Sanger-
Technologie. Die o. g. Mutation konnte somit durch eine zweite unabhdngige Methode bei der
Indexpatientin 39037 heterozygot bestatigt werden.

Die heterozygote Mutation ¢.6336C>A im ATM-Gen fiihrt auf Proteinebene zum Austausch der
Aminosaure Cystein an Position 2112 zu einem Stopp-Codon (p.(Cys2112*)) und damit zu einem
vorzeitigen Abbruch der Proteinsynthese. Die Mutation c.6336C>A wurde bisher weder in der
HGMD-Datenbank oder in der Datenbank des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust- und
Eierstockkrebs noch in der LOVD-Datenbank gelistet. Sie wurde ebenfalls nicht in der Literatur
beschrieben. Die 0. g. Mutation war nicht im ExAC-Browser gelistet.

Die 0. g. Mutation im ATM-Gen segregiert in der Familie der Indexpatientin 39037 nicht mit dem
Auftreten von allen Mammakarzinomen. Die Indexpatientin 39037 Ill.12 selbst sowie die
Schwestern der Indexpatientin (Patientin 111.10 und Patientin IlIl.11), waren alle an einem
Mammakarzinom erkrankt. Die Mutation ¢c.6336C>A im ATM-Gen wurde bei der Indexpatientin
39037 und bei der mit 54 Jahren (Ill.11) an einem Mammakarzinom erkrankten Schwester
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identifiziert. Bei der Schwester 111.10, die mit 63 Jahren an einem Mammakarzinom erkrankt war,
wurde diese Mutation jedoch nicht nachgewiesen (s. Abb. 3.19). Diese Mutation wurde als
wahrscheinlich pathogene Mutation der ACMG-Klasse 4 eingestuft.

Bei den nicht an einem Mammakarzinom erkrankten Familienmitgliedern wurde die Mutation
€.6336C>A im ATM-Gen bei dem Sohn (1V.19) der Indexpatientin 39037 und bei einer Schwester
(11.7) der Indexpatientin 39039 identifiziert. Die 0. g. Mutation im ATM-Gen wurde jedoch nicht
bei zwei Schwestern (lIl.6 und 111.8) der Indexpatientin 39039 detektiert. Weiterhin wurde die
Mutation ¢c.6336C>A im ATM-Gen weder bei der Tochter (1V.18) der Indexpatientin 39037 noch
bei zwei Nichten (IV.2 und 1V.12) identifiziert (s. Abb. 3.19).

3.4.3 Patientin 39769

3.4.3.1 Klinische Daten und Familienanamnese zur Patientin 39769

Die untersuchte Patientin 39769 (s. Abb. 3.21; 11I.5) war zum Zeitpunkt der genetischen Beratung
36 Jahre alt und bezlglich Tumorerkrankungen unauffillig. Die Mutter der Patientin 39769 (s.
Abb. 3.21; I.4) war hingegen mit 44 Jahren an einem Mammakarzinom (ERa und PR im Tumor
nicht exprimiert, Informationen zur Uberexpression des ERBB2-Rezeptors waren nicht vorhanden)
und mit 60 Jahren an einem kolorektalen Karzinom erkrankt. Der Tumortyp des
Mammakarzinoms war aus den Krankenunterlagen nicht zu entnehmen. Die Zwillingsschwester
der Mutter (s. Abb. 3.21; I.5) war mit 62 Jahren an einem einseitigen Mammakarzinom erkrankt.
Eine weitere Tante miutterlicherseits (s. Abb. 3.21; 11.8) war mit ca. 42 Jahren an einem Melanom
und mit 55 Jahren an einem kolorektalen Karzinom sowie an einem Mammakarzinom erkrankt.
Die GroBmutter miutterlicherseits (s. Abb. 3.21; 1.3) war mit ca. 76 Jahren an einem
Mammakarzinom erkrankt. Sie war mit 79 Jahren an den Folgen der Tumorerkrankung
verstorben.

Die Patientin 39769 hatte initial keinen Kontakt zu den erkrankten Familienmitgliedern. Fir die
Patientin 39769 wurde daher das Heterozygoten-Risiko fiir eine Anlagetragerschaft einer
autosomal-dominant vererbten Mutation in einem der Core-Gene mit dem Risikokalkulations-
programm Cyrillic 2.13 berechnet. Dieses Risiko lag anhand der Familienanamnese fiir die
Patientin 39769 bei 34,8 %.

Bei der Patientin 39769 war das Kriterium Y erfillt, d. h. in diesem Fall war keine erkrankte
Indexpatientin  verflgbar. Jedoch lag das berechnete Heterozygoten-Risiko fir die
Anlagetragerschaft einer autosomal-dominant vererbten Mutation bei 2 20 %. Anhand des hohen
berechneten Heterozygoten-Risikos konnte der Patientin 39769 eine molekulargenetische
Untersuchung der 10 Core-Gene angeboten werden.
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Abbildung 3.21: Stammbaum der Patientin 39769 (lII.5) Gber vier Generationen. Weibliche Personen sind
mit einem Kreissymbol, mannliche mit einem Quadratsymbol dargestellt. Personensymbole mit einem
Mammakarzinom (MCa) sind schwarz gekennzeichnet. Die Altersangaben im Stammbaum beziehen sich auf
das aktuelle Alter der Personen wie bei der genetischen Beratung von der Patientin angegeben. Der Pfeil
weist auf die Patientin 39769 hin (I11.5). Die Patientin 39769 ist Tragerin der heterozygoten Mutation c.706-
1G>A im RAD51C-Gen (*). Ein Mammakarzinom wurde ebenfalls bei der Mutter der Patientin 39769 (l1.4)
mit 44 Jahren, bei zwei Tanten mitterlicherseits (1.5 und 1.8) mit 62 und 55 Jahren sowie bei der
GroBmutter mutterlicherseits (1.3) mit ca. 76 Jahren diagnostiziert (alle schwarz gekennzeichnet). Die
Mutter der Patientin Il.4 war mit ca. 60 Jahren zusatzlich zum Mammakarzinom noch an einem kolorektalen
Karzinom (CRC) erkrankt. Die Tante midutterlicherseits (I1.8) der Patientin war zusatzlich zum
Mammakarzinom an einem Melanom mit 42 Jahren und an einem ein kolorektalen Karzinom (CRC) mit 55
Jahren erkrankt. + = Nachweis der Mutation ¢.706-1G>A im RAD51C-Gen.

3.4.3.2 Ergebnisse der molekulargenetischen Analyse der 10 Core-Gene der Patientin
39769

Bei der Patientin 39769 wurde eine molekulargenetische Untersuchung der 10 Core-Gene mittels
einer Multi-Gen-Untersuchung (TruRisk™) sowie die MLPA-Analyse der Gene BRCA1, BRCA2,
CHEK2, PALB2, RAD51C und RAD51D an der genomischen DNA aus Lymphozyten durchgefiihrt. Im
Intron 4 des RAD51C-Gens wurde die heterozygote Mutation ¢.706-1G>A mittels NGS identifiziert
(s. Abb. 3.22A). Die Mutation c.706-1G>A wurde in ca. 45 % der Sequenz-Reads nachgewiesen,
welches einem heterozygoten Zustand entspricht. Die o. g. Mutation im RAD51C-Gen wurde mit
Hilfe der Sanger-Sequenzierung an derselben Blutprobe (s. Abb. 3.22B) und an einer zweiten
unabhangigen Blutprobe der Patientin 39769 bestatigt. Es wurden keine weiteren
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den anderen Core-Genen nachgewiesen oder
Deletionen/Duplikationen nach der MLPA-Analyse der o. g. Gene identifiziert.

Die Mutation c.706-1G>A liegt in der hochkonservierten Basensequenz ag der 3’-Akzeptor
SpleiBstelle im Intron 4 des RAD51C-Gens und fuhrt durch das Wegfallen der entsprechenden
SpleiBRstelle moglicherweise zur Synthese von aberranten RAD51C-Transkripten. Die Mutation
€.706-1G>A im RAD51C-Gen wird in der Datenbank des Deutschen Konsortiums Familiarer Brust-
und Eierstockkrebs als pathogene Mutation der ACMG-Klasse 5 gefiihrt. Diese Mutation ist weder
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in den HGMD-, ClinVar- oder LOVD-Datenbanken noch im ExAC-Browser gelistet. Das
Vorhersageprogramm Human Splicing Finder zeigte eine Alterierung des hochkonservierten
Dinukleotids ag der 3'-Akzeptor-SpleiRstelle im Intron 4 des RAD51C-Gens und eine Aktivierung
einer neuen intronischen Akzeptor-SpleiRstelle.

A NGS B Sanger-Sequenzierung

GT TG a t t tlja g|GTTC G

a t t t[a

Intron 4

Exon 5 Intron 4 a Exon 5

RAD51C, c.706-1G>A RAD51C, c.706-1G>A

Abbildung 3.22: Nachweis der heterozygoten Mutation c.706-1G>A im RAD51C-Gen an genomischer DNA
der Patientin 39769. Dargestellt sind Auschnitte von Elektropherogrammen der Intron 4/Exon 5-Sequenzen
des RAD51C-Gens aus dem Auswerteprogramm SequencePilot, Modul SeqNext (A) und aus dem Programm
Chromas Lite 2.1.1 (B). A) Darstellung der kombinierten Sequenz (forward- und reverse-Richtung) der
Mutation c.706-1G>A im RAD51C-Gen in heterozygoter Form bei Patientin 39769. B) Nachsequenzierung
der heteroyzgoten Mutation ¢.706-1G>A im RAD51C-Gen mittels Sanger-Technologie. Die o. g. Mutation
wurde ebenfalls mit einer zweiten unabhadngigen Methode bei der Indexpatientin 39769 heterozygot
bestatigt. Die Pfeile in A) und B) weisen auf die Mutation c.706-1G>A im RAD51C-Gen hin. Die
hochkonservierten Dinukleotide ag der 3’-Akzeptor-SpleiRstelle im Intron 4 des RAD51C-Gens sind in A) und
B) umrahmt. Intronsequenzen sind in Kleinbuchstaben angegeben, Exonsequenzen in GroRbuchstaben.

Die Mutation im RAD51C-Gen wurde danach ebenso bei der noch gesunden Schwester der
Patientin 39769 (l11.4), der gemeinsamen Mutter (I1.4), ihrer Zwillingsschwester (11.5) sowie einer
weiteren bereits an einem Mammakarzinom erkrankten Tante (11.8) detektiert (s. Abb. 3.21).

3.4.4 Patientin 39917

3.4.4.1 Klinische Daten und Familienanamnese zur Indexpatientin 39917

Die Indexpatientin 39917 (s. Abb. 3.23; 11.5) erkrankte mit 39 Jahren an einem duktal teils lobular
invasiven Mammakarzinom der linken Seite (Tumorstadium pT2, pN1, MO, G2). Der ERa war im
Tumor méRig exprimiert, der PR war im Tumor nicht exprimiert, eine Uberexpression des ERBB2-
Rezeptors war im Tumor nicht detektierbar. Der Sohn einer Schwester der Indexpatientin (s. Abb.
3.23; IV.3) erkrankte an einer Leukdmie. Die Mutter (s. Abb. 3.23; 11.2) der Indexpatientin war im
Alter von 65 Jahren an einem rechtsseitigen und mit 67 Jahren an einem linksseitigen
Mammakarzinom erkrankt. Die Schwester der Mutter (s. Abb. 3.23; 11.4) erkrankte ebenso an
einem Mammakarzinom. Das Erkrankungsalter der Tante war nicht bekannt. Der Subtyp des
Mammakarzinoms sowie der Rezeptorstatus waren nur bei der Indexpatientin 39917 bekannt.

Die Kriterien fiir eine molekulargenetische Untersuchung der 10 Core-Gene, definiert vom
Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs, waren bei der Indexpatientin 39917
erfillt. In diesem Fall war das Kriterium A erfillt, d. h. mindestens drei Frauen aus der gleichen
Linie einer Familie waren unabhangig vom Alter bei der Erstdiagnose an einem Mammakarzinom
erkrankt.
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Abbildung 3.23: Stammbaum der Indexpatientin 39917 (l11.5) {iber vier Generationen. Weibliche Personen
sind mit einem Kreissymbol, mannliche Personen mit einem Quadratsymbol dargestellt. Personensymbole
mit einem Mammakarzinom (MCa) sind schwarz gekennzeichnet. Die Altersangaben im Stammbaum
beziehen sich auf das aktuelle Alter der Personen wie bei der genetischen Beratung von der Indexpatientin
angegeben. Der Pfeil weist auf die Indexpatientin 39917 hin (l11.5). Die Indexpatientin 39917 ist Tragerin der
heterozygoten Mutation ¢.1587delT im CDH1-Gen (*). Das gestreifte Quadratsymbol kennzeichnet den
Neffen der Indexpatientin mit einer diagnostizierten Leukdmie (IV.3). Ein Mammakarzinom wurde bei der
Mutter der Indexpatientin (I.3) rechtsseitig mit 65 Jahren und linksseitig mit 67 Jahren (MCa bds.)
diagnostiziert. Ebenso wurde bei der Tante miitterlicherseits (Il.4) der Indexpatientin 39917 ein
Mammakarzinom diagnostiziert. Das Erkrankungsalter der Tante war der Indexpatientin nicht bekannt.

3.4.4.2 Ergebnisse der molekulargenetischen Analyse der 10 Core-Gene der Patientin
39917

Bei der Indexpatientin 39917 wurde eine Sequenzanalyse der 10 Core-Gene mittels einer Multi-
Gen-Untersuchung (TruRisk™) an der genomischen DNA aus Lymphozyten durchgefiihrt.
Zusatzlich erfolgte die MLPA-Analyse der Gene BRCA1, BRCA2, CHEK2, PALB2, RAD51C und
RADS51D. Es wurde die heterozygote Mutation ¢.1587delT (p.(Ala530Profs*27)) im Exon 11 des
CDH1-Gens mittels NGS identifiziert (s. Abb. 3.24A). Die Mutation c.1587delT wurde in ca. 48 %
der Sequenz-Reads identifiziert, welches einem heterozygoten Zustand entspricht. Die o. g.
Mutation wurde per Sanger-Sequenzierung an derselben und an einer zweiten unabhangigen
Blutprobe der Indexpatientin 39917 bestatigt (s. Abb. 3.24B). Es wurden keine weiteren
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den anderen Core-Genen nachgewiesen oder
Deletionen /Duplikationen nach der MLPA-Analyse der o. g. Gene identifiziert.

Die Mutation c.1587delT im Exon 11 des CDHI1-Gens fihrt zu einer Verschiebung des
Leserahmens und damit zu einem vorzeitigen Abbruch der Proteinsynthese nach der 556.
Aminosaure (p.(Ala530Profs*27)). Diese bekannte Mutation wird in der Datenbank des Deutschen
Konsortiums Familidrer Brust- und Eierstockkrebs als pathogene Mutation ohne Angabe der
ACMG-Klasse gefiihrt. In den HGMD-, LOVD- oder ClinVar-Datenbanken wird die o. g. Mutation
nicht gelistet. Im ExAC-Browser wird die Mutation ebenfalls nicht aufgefiihrt. Eine
Segregationsanalyse dieser Mutation in der Familie wurde der Indexpatientin 39917 zwar
angeboten, aber nicht wahrgenommen. Die Mutation ¢.1587delT im Exon 11 im CDH1-Gen wurde
daher als wahrscheinlich pathogene Mutation der ACMG-Klasse 4 eingestuft.
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A NGS B Sanger-Sequenzierung
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Abbildung 3.24: Nachweis der heterozygoten Mutation c.1587delT im CDH1-Gen an genomischer DNA der
Indexpatientin 39917. Dargestellt sind Ausschnitte der Elektropherogramme der Exon 11-Sequenz des
CDH1-Gens aus dem Auswerteprogramm SequencePilot, Modul SeqNext (A) und aus dem Programm
Chromas Lite 2.1.1 (B). A) Darstellung der kombinierten Sequenz (forward- und reverse-Richtung) der
Mutation c¢.1587delT im CDH1-Gen in heterozygoter Form mit Hilfe des NGS-Verfahrens. B)
Nachsequenzierung der Mutation ¢.1587delT im CDH1-Gen mittels Sanger-Technologie. Die 0. g. Mutation
konnte ebenfalls mit dieser zweiten unabhangigen Methode bei der Indexpatientin 39917 heterozygot
bestatigt werden. Die Pfeile in A) und B) weisen auf die Mutation c.1587delT im CDH1-Gen hin.

3.4.5 Patient 39202

3.4.5.1 Klinische Daten und Familienanamnese zum Indexpatienten 39202

Der Indexpatient 39202 ist nicht in der Tabelle 3.3 gelistet, da bei dem Patienten selbst die
Kriterien flir eine molekulargenetische Untersuchung bezliglich eines hereditiren Mamma- und
Ovarialkarzinoms, definiert vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs,
nicht erflllt waren. Jedoch aufgrund der erfillten Kriterien in der Familie (bei der Tante des
Ratsuchenden) und synchron auftretenden Tumoren beim Ratsuchenden selbst wird dieser Fall in
der Dissertation im Detail vorgestellt.

Der Indexpatient 39202 ist mannlich (s. Abb. 3.25; IV.3) und war im Alter von 50 Jahren an einem
synchronen kolorektalen Karzinom und Nierenzellkarzinom erkrankt. Einerseits handelte es sich
um ein schlecht differenziertes synchron hepatisch metastasiertes Adenokarzinom des Zokums
(pT3b, pN1b (2/20), pM1 (hep), L1, V1, G3, RO), wihrend andererseits ein maRig differenziertes
klarzelliges Nierenzellkarzinom rechts (pT1lb, pNX, pMX, LO, VO, G2, R0O) diagnostiziert wurde.
Ferner war eine Zwillingsschwester (s. Abb. 3.25; II.3) seiner Mutter mit 46 Jahren an einem
beidseitigen Mammakarzinom erkrankt und mit 48 Jahren verstorben. Der UrgrolRvater
mitterlicherseits grofmiutterlicherseits (s. Abb. 3.25; 1.2) war mit ca. 50 Jahren an einem dem
Indexpatienten unbekannten Karzinom verstorben.
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Abbildung 3.25: Stammbaum mit Tumorerkrankungen in der Familie des Indexpatienten 39202. Weibliche
Familienmitglieder sind mit einem Kreissymbol, mannliche Familienmitglieder sind mit einem
Quadratsymbol dargestellt. Die Symbole der Familienmitglieder mit einer Karzinomerkrankung sind schwarz
dargestellt. Die Altersangaben im Stammbaum beziehen sich auf das aktuelle Alter der Personen wie bei der
genetischen Beratung vom Indexpatienten angegeben. Der Pfeil weist auf den Indexpatienten 39202 (IV.3)
hin. Der Indexpatient (IV.3) ist Trager einer 46,1 kB groRen heterozygoten Deletion im MSH6-Gen (*). Bei
dem Indexpatienten (IV.3) wurden im Alter von 50 Jahren ein metastasiertes synchrones kolorektales
Karzinom (CRC)- und ein Nierenzellkarzinom (NierenCa) diagnostiziert. Die eineiige Zwillingsschwester (111.3)
der Mutter des Indexpatienten 39202 war mit 48 Jahren an den Folgen eines beidseitigen
Mammakarzinoms (MCa bds.) verstorben. Der UrgroRvater mitterlicherseits groBmitterlicherseits (1.2) war
an einer der Familie unbekannten Tumorerkrankung mit ca. 50 Jahren verstorben.

Wegen der Eigen- und Familienanamnese wurde bei dem Indexpatienten 39202 der Verdacht auf
das Vorliegen eines HNPCC (Hereditdres Nicht Polypdses Colon Carcinom; Lynch-Syndrom)
gedullert. Es wurden entsprechende immunhistochemische Untersuchungen der DNA-Mismatch-
Reparatur-(MMR)-Proteine (MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2), eine Mikrosatellitenuntersuchung
und eine Analyse der BRAF-Mutation im Tumorgewebe im Institut fir Pathologie der UMG
durchgefiihrt. Die an dem Adenokarzinom des Zékums durchgefiihrte immunhistochemische
Untersuchung der Mismatch-Reparatur-Proteine (MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2) zeigte einen
nuklearen Expressionserhalt samtlicher untersuchter Proteine. Die an der Lebermetastase
vorgenommene immunhistochemische Untersuchung ergab ein inhomogenes und fokal
abgeschwachtes Expressionsmuster von MLH1. Die Mutation V600E im BRAF-Gen konnte
somatisch nicht nachgewiesen werden. Das kolorektale Karzinom und die Lebermetastase zeigten
eine Mikrosatellitenstabilitdt. Aus den im Institut fir Pathologie der UMG durchgefiihrten
Untersuchungen lief} sich kein Hinweis auf ein HNPCC ableiten.

Wegen der inhomogenen Expression des MLH1-Gens im Tumorgewebe der Lebermetastase des
Indexpatienten 39202 wurde zusatzlich eine Methylierungsanalyse des distalen und proximalen
Promotorbereichs des MLH1-Gens im Tumorgewebe des kolorektalen Karzinoms im Institut fr
Humangenetik der UMG durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser Analyse kann ebenfalls ein sporadisches
Karzinom von einem hereditdren Karzinom differenziert werden. Diese Untersuchungen zeigten
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keine Methylierung des proximalen und distalen Promotorbereichs des MLHI1-Gens im
Tumorgewebe des kolorektalen Karzinoms. Die Ergebnisse der Analyse zur Promotormethylierung
des MLH1-Gens wiesen daher eher auf das Vorliegen eines hereditdren Karzinoms hin (s. Abb.
3.26).
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Abbildung 3.26: Methylierungsanalyse des distalen und proximalen MLH1-Promotorbereichs im
gesunden kolorektalen Gewebe sowie im Tumorgewebe des kolorektalen Karzinoms. Eine Methylierung
des distalen und proximalen Promotorbereichs des MLH1-Gens konnte weder im Tumorgewebe des
kolorektalen Karzinoms noch im gesunden kolorektalen Gewebe des Indexpatienten 39202 nachgewiesen
werden. Somit konnte ein sporadisches Geschehen aufgrund einer Methylierung des distalen und
proximalen Promotorbereichs des MLH1-Gens weitestgehend ausgeschlossen werden.

Da der Ratsuchende selbst an einem synchronen Tumor in jungem Alter und dessen Tante an
einem beidseitigen Mammakarzinom erkrankten, wurde an der genomischen DNA aus
Lymphozyten des Indexpatienten 39202 eine Multi-Gen-Panel-(NGS)-Analyse im Institut fur
Humangenetik der UMG durchgefihrt.

3.4.5.2 Ergebnisse der molekulargenetischen Analyse des Indexpatienten 39202

In den bereits erwdhnten 10 Core-Genen fiir ein hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom sowie
in den zusatzlich analysierten Genen des HNPCC-Spektrums (MLH1, MSH2, MSH6) und im MUTYH-
Gen konnten mit Hilfe der Multi-Gen-Panel-Analyse  (TruRisk™-Panel)  keine
krankheitsverursachenden Sequenzvarianten beim o. g. Indexpatienten nachgewiesen werden.
Allerdings ergab sich nach Auswertung der Kopienzahlvarianten (CNV; copy number variations)
der o. g. Gene mit Hilfe des SeqgNext-Moduls des Auswerteprogramms Sequence Pilot der Hinweis
auf eine heterozygote Deletion von Exon 1 des MSH6-Gens (s. Abb. 3.28A).

Da die CNV-Analyse mit dem Modul SeqgNext des Programms Sequence Pilot im Institut fur
Humangenetik der UMG in Goéttingen keine etablierte und validierte Methode darstellt, sollte
dieses Ergebnis mit einer zweiten, unabhdngig validierten Methode bestatigt werden. Hierzu
wurde eine MLPA-Analyse mit Hilfe des MLPA-Kits P072-C1 der Firma MRC Holland an der
genomischen DNA des Patienten 39202 durchgefiihrt, welcher alle Exone des MSH6-Gens abdeckt
(s. Abb. 3.28B). In dem o. g. MLPA-Kit waren ebenfalls zwei Sonden mit einer Lokalisation direkt
im Exon 1 (eine Sonde in der nicht-kodierenden Region von Exon 1 und eine zweite Sonde im
kodierenden Bereich von Exon 1) des MSH6-Gens sowie eine Sonde flankierend vor dem Exon 1
des MSH6-Gens enthalten (s. Abb. 3.27).
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Abbildung 3.27: Schematische Darstellung der Lokalisation der MSH6-Gen-spezifischen Sonden von Exon
1 und flankierender Bereiche des Exons 1 enthalten im MLPA-Kit P072-C1. Schematische Darstellung eines
Ausschnitts des MSH6-Gens. Zwei Exons und zwei Introns der genomischen DNA des MSH6-Gens mit deren
Nummerierungen sind angegeben. Die Lokalisation von drei Sonden des MLPA-Kits P072-C1 sind jeweils mit
einem schwarzen Balken dokumentiert (Sonde 1 stromaufwarts vor dem Exon 1 des MSH6-Gens, Sonde 2 in
der 5’-untranslatierten Region (5-UTR) und Sonde 3 im kodierenden Bereich des Exons 1 des MSH6-Gens).
Die rote vertikale Linie zeigt die Lokalisation des Startcodons ATG (Beginn der kodierenden Region) im Exon
1 des MSH6-Gens auf genomischer DNA-Ebene an.

AnschlieBend wurde eine Multiplex-PCR mit Hilfe des MLPA-Kits P072-C1 an der Patienten-DNA
sowie an Kontroll-DNA Proben durchgefiihrt. Diese PCR-Produkte wurden zur Fragmentanalyse
auf das ABI 3130 Sequenziergerat gegeben. Die hieraus gewonnenen Daten wurden nachfolgend
mit Hilfe des Auswerteprogramms Sequence Pilot, MLPA-Modul, analysiert. Dabei konnte an der
genomischen DNA vom Indexpatient 39202 eine heterozygote Deletion von Exon 1 sowie eines
stromaufwarts flankierenden Bereichs von Exon 1 des MSH6-Gens im Vergleich zu den Kontroll-
DNA-Proben identifiziert werden (s. Abb. 3.28B). Alle weiteren Sonden (Exon 2 bis Exon 10) im
MSH6-Gen ergaben einen unauffalligen Befund in der MLPA-Analyse.

Die o. g. heterozygote Deletion des MSH6-Gens beim Indexpatient 39202 konnte ebenfalls an der
genomischen DNA aus einer zweiten, unabhangigen Blutprobe des Indexpatienten wiederholt
detektiert werden.
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Abbildung 3.28: Nachweis einer heterozygoten Deletion von Exon 1 und flankierender Bereiche des
MSH6-Gens beim Indexpatienten 39202 mittels CNV- und MLPA-Analyse. Es ist jeweils ein Ausschnitt des
MSH6-Gens aufgeflihrt. Die roten Linien in A) und B) reprasentieren die Grenze fir eine genomische
Deletion oder eine Duplikation einzelner Exons. A) Zunachst wurde eine CNV-(Kopienzahlvarianten)-Analyse
zur Detektion moglicher Abweichungen der Gendosis (Deletionen und Duplikationen) in den zehn Core-
Genen und in den Genen des HNPCC-Spektrums (MLH1, MSH2 und MSH6) und des MUTYH-Gens
angewendet. Das Prinzip dieser Methode besteht darin, dass die Abdeckungen einzelner Exone aller
ausgewahlten Genproben untereinander verglichen werden kdnnen. Als Kontrollen dienten DNA-Proben
von Patienten ohne Deletionen/Duplikationen in den analysierten Genen. Damit kénnen Deletionen und
Duplikationen einzelner bzw. mehrerer Exone bzw. des gesamten Gens detektiert werden. Hellblaue Balken
reprasentierten die DNA-Proben der Kontrollen, griine Balken reprasentieren die DNA des Indexpatienten
39202. Der dunkelblaue Balken zeigt die heterozygote Deletion des Exons 1 im MSH6-Gen (MSH6 E1) an
(Software: Sequence Pilot, Modul SeqNext) B) Bestatigung der heterozygoten Deletion von Exon 1 des
MSH6-Gens mittels MLPA-Analyse. Es zeigte sich eine Deletion in den Bereichen aller zwei im Kit
enthaltenen Sonden des Exons 1 sowie des 5’-flankierenden Bereichs vor dem Exon 1 im MSH6-Gen
(dunkelblaue Balken). Hellblaue Balken reprasentieren die DNA-Proben der Kontrollen, griine Balken
entsprechen der DNA des Indexpatienten 39202 (Software: Sequence Pilot, Modul MLPA).

Mit Hilfe der MLPA-Analyse konnte gezeigt werden, dass beim Indexpatienten 39202 die Deletion
nicht nur das Exon 1 des MSH6-Gens beinhaltet, sondern bereits flankierend vor dem Exon 1 des
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MSH6-Gens nachzuweisen war. Um die Ausdehnung dieser Deletion im MSH6-Gen weiter
einzugrenzen, wurde zusatzlich eine quantitative Real-Time PCR (gPCR)-Analyse mit speziell flr
diese Untersuchung definierten Primerpaaren an der genomischen DNA von Indexpatient 39202
durchgefiihrt. Mittels der gPCR-Untersuchung konnte eine genomische Deletion der 5-UTR-
Region des MSH6-Gens, des gesamten Exons 1 des MSH6-Gens sowie des 5°-Bereichs von Intron 1
des MSH6-Gens mit einer GroRe von 46,1 kb nachgewiesen werden. Diese Deletion liegt im
heterozygoten Zustand in der genomischen DNA von Indexpatient 39202 vor (s. Abb. 3.29B).
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Abbildung 3.29: Nachweis der Deletion im MSH6-Gen mittels gPCR-Analyse an genomischer DNA des
Indexpatienten 39202. A) Schematische Darstellung eines Ausschnitts des MSH6-Gens. Zwei Exons und ein
Intron der genomischen DNA des MSH6-Gens mit deren Nummerierungen sind angegeben. Die jeweiligen
Positionen der siebzehn verwendeten Primerpaare fir die gPCR-Analyse sind mit Pfeilen markiert. Blaue
Pfeile weisen auf ein diploides Genom und rote Pfeile auf eine heterozygote genomische Deletion hin. B)
Ergebnisse der gPCR-Analyse. Die errechneten MoM-(multiple of the median)-Werte um 1 weisen auf ein
diploides Genom in dieser Region hin (blaue Balken). Die nach der gPCR-Analyse erhaltenen MoM-Werte
<0,6 (rote Balken) bestatigen das Vorliegen einer auf Chromosom 2 befindlichen heterozygoten Deletion an
der genomischen DNA von Indexpatient 39202. Diese heterozygote Deletion umfasst die flankierende
Region vor dem MSH6-Gen (Primer 3 bis 13), den kodierenden Bereich vom Exon 1 des MSH6-Gens (Primer
14) sowie den Anfangsbereich von Intron 1 des MSH6-Gens (Primer 15) mit einer GesamtgroRe der Deletion
von 46,1kb.

Diese Deletion im MSH6-Gen auf genomischer Ebene war bisher nicht in den Datenbanken
(HGMD, Insight, ExXAC) und in der Literatur beschrieben. Da die Deletion sowohl den
Promotorbereich als auch die 5-UTR des MSH6-Gens beinhaltete, sollte der Einfluss dieser
Deletion auf die Expression des MSH6-Gens daher ndher charakterisiert werden. Somit kénnte
moglicherweise eine ndhere Aussage zur Pathogenitatseinschatzung dieser Deletion definiert
werden. Hierzu wurde eine quantitative Expressionsanalyse des MSH6-Gens in Lymphozyten
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durchgefiihrt. Aus den Lymphozyten des Indexpatienten 39202 wurde die Gesamt-RNA isoliert
und einerseits mit Hilfe von Random Hexamer Primern oder andererseits mit Oligo-dT-Primern
sowie Zugabe von reverser Transkriptase in die jeweilige cDNA umgeschrieben. AnschlieRend
wurde eine quantitative Real-Time PCR (gRT PCR) zur Analyse der MSH6-Transkriptmengen mit
vier verschiedenen MSH6-spezifischen Primerpaaren (P1-Primerpaare lokalisiert in Exon 3 und 5,
P2- und P3-Primerpaare jeweils lokalisert in Exon 1 und 2 sowie P4-Primerpaar lokalisiert in Exon
6 und 8) an beiden cDNA-Ansidtzen getrennt durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde jeweils das
Housekeeping-Gen LDAH (LDAH-39202_H und LDAH-39202_0; s. Abb. 3.30A und 3.30B)
verwendet.

Mit Hilfe der gRT-PCR-Analysen an beiden getrennten cDNA-Ansatzen konnte gezeigt werden,
dass die MSH6-Expression in den Lymphozyten des Indexpatienten 39202 im Vergleich zur
Kontrolle um ca. 50 % herunterreguliert wurde (s. Abb. 3.30A und B). Dieses Ergebnis lasst darauf
schlieBen, dass die heterozygote genomische Deletion von Exon 1 sowie flankierender Bereiche
des MSH6-Gens zu einer stark verringerten Expression bzw. zum Verlust der Expression des
mutierten MSH6-Allels in Lymphozyten fihrt. Ein direkter Nachweis, ob es sich beim exprimierten
Transkript des MSH6-Gens um das Wildtyp-Transkript oder das mutierte Allel handelte, war
aufgrund fehlender Polymorphismen in der kodierenden Sequenz des MSH6-Gens leider nicht
moglich.
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Abbildung 3.30: Nachweis der verringerten Expression des MSH6-Gens in den Lymphozyten des
Indexpatienten 39202. Mit Hilfe der gRT PCR-Untersuchungen an zwei getrennten cDNA-Ansatzen konnte
eine um etwa 50 % verringerte Expression des MSH6-Gens in den Lymphozyten des Indexpatienten 39202
im Vergleich zu den Kontrollen des LDAH-Gens festgestellt werden. A) Die cDNA 39202B_H des
Indexpatienten wurde in diesem ersten Versuchsansatz durch Zugabe von Hexamer-Primern sowie reverser
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Transkriptase aus der Lymphozyten-RNA synthetisiert. AnschlieBend wurden die MSH6-spezifischen
Primerpaare MSH6-P1 bis MSH6-P4 fir die quantitative Amplifikation der gewiinschten Regionen der
MSH6-Transkripte eingesetzt (Duplikat). Als Kontrolle wurde das Housekeeping-Gen LDAH (LDAH-39202_H)
fir diese quantitativen Analysen verwendet. B) Im zweiten Versuchsansatz wurde die cDNA 39202B_O des
Indexpatienten durch Zugabe von OligodT-Primern sowie Reverser Transkriptase aus der Lymphozyten-RNA
generiert. Nachfolgend wurden die MSH6-spezifischen Primerpaare MSH6-P1 bis MSH6-P4 fir die
quantitative Amplifikation der gewiinschten Regionen der MSH6-Transkripte eingesetzt (Triplikat). Als
Kontrolle wurde das Housekeeping-Gen LDAH (LDAH-39202_0) fir diese quantitativen Analysen verwendet.

Eine Segregationsanalyse der identifizierten Deletion im MSH6-Gen in der Familie des
Indexpatienten 39202 war nicht moglich, da bereits alle an Tumoren erkrankten Patienten
verstorben waren. Anhand der durchgefiihrten Untersuchungen wurde die nachgewiesene
heterozygote Deletion des MSH6-Gens in der genomischen DNA des Indexpatienten 39202 nach
den ACMG-Richtlinien als wahrscheinlich pathogen (ACMG-Klasse 4) bewertet.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der klinischen Charakteristika der Patienten-Kohorte
und der Multi-Gen-Panel-(NGS)-Analyse

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 200 Patienten mit Verdacht auf ein hereditdres
Mamma- und Ovarialkarzinom mittels der Multi-Gen-Panel-(NGS)-Methode analysiert.

Bei 173 Patienten (86,5 %) der untersuchten Kohorte wurden pr&analytisch ein unilaterales
Mammakarzinom, bei 22 Patienten (11,0 %) ein beidseitiges Mammakarzinom, bei 10 Patienten
(5,0 %) ein Ovarialkarzinom, bei vier Patienten (2,0 %) ein Mamma- und Ovarialkarzinom und bei
einem Patienten (0,5 %) ein Mamma- und ein kolorektales Karzinom diagnostiziert. Bei 17 der
analysierten Patienten (8,5 %) war klinisch kein Mamma- oder Ovarialkarzinom bekannt. Weitere
Tumorerkrankungen lagen in 102 (51,0 %) der Familien der untersuchten Patienten vor. Am
haufigsten wurde bei 52,3 % der Familien das Auftreten eines kolorektalen Karzinoms beobachtet.
Bei allen untersuchten Patienten waren die vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und
Eierstockkrebs definierten Kriterien fiir eine molekulargenetische Untersuchung erfillt. Das
durchschnittliche Alter der Patienten bei der Erstdiagnose eines Mamma- oder Ovarialkarzinoms
im untersuchten Kollektiv betrug 41,9 Jahre. Bei 58 % der untersuchten Patienten lag das
Kriterium A oder G vor. 72 der untersuchten Patienten (36,0 %) erfullten das Kriterium A, d. h.
dass mindestens drei Frauen aus der gleichen Linie einer Familie an einem Mammakarzinom
erkrankt sind, gefolgt von 44 Patienten (22,0 %), die das Kriterium G erfillten, d. h. dass
mindestens zwei Frauen aus der gleichen Linie einer Familie an einem Mammakarzinom erkrankt
sind, davon eine vor dem 51. Lebensjahr.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei allen o. g. Patienten 10 Core-Gene mittels der HaloPlex- oder
der TruRisk 1.2™-Technologie (Multi-Gen-Panel-(NGS)-Analyse) analysiert. Bei allen 200 Patienten
wurden die BRCA1-, BRCA2- und CHEK2-Gene mittels der MLPA-Analyse und bei 181 Patienten
(90,5 %) zusatzlich die PALB2-, RAD51C- und RAD51D-Gene analysiert. Insgesamt wurden 106
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in 88 Proben der untersuchten Patienten
detektiert. Dies entspricht einer Detektionsrate dieser Sequenzvarianten von 44,0 %. Wenn nur
die Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 betrachtet werden, wurde jeweils eine dieser
Mutationen bei insgesamt 35 Patienten identifiziert. Dieses Ergebnis entspricht einer
Detektionsrate der Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 von 18,0 %. Davon wurden 18
Mutationen im BRCA1-Gen, sechs Mutationen im CHEK2-Gen, jeweils vier Mutationen in den
Genen ATM und BRCA2 sowie jeweils eine Mutation in den Genen CDHI1, PALB2 und RAD51C
identifiziert. Die Detektionsrate der Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den BRCAI- und
BRCA2-Genen lag bei 11,0 %. Diese Detektionsraten unterscheiden sich statistisch signifikant (p =
0,0009). Jede der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 war mit einer zweiten
molekulargenetischen Methode, wie zum Beispiel der Sanger-Sequenzierung oder einer
wiederholten MLPA-Analyse, reproduzierbar.

Die Detektionsrate der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 der 10 Core-Gene lag im
Vergleich zur Detektionsrate in den Genen BRCAI und BRCA?2 statistisch signifikant héher, d. h.
44,0 % vs. 18,0 % (p < 0,0001).

Die héaufigsten Typen der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 waren missense-
Sequenzvarianten mit 52 Sequenzvarianten (49,1 %), gefolgt von 21 frame-shift-Sequenzvarianten
(19,8 %), 11 nonsense-Sequenzvarianten (10,4 %), 11 synonymen-Sequenzvarianten (9,4 %), neun
splicing- bzw. potentiellen splicing-Sequenzvarianten (8,5 %), zwei groRen Deletionen (1,9 %) und
einer in-frame-Sequenzvariante (0,9 %).

Fir alle Patienten der Kohorte wurden mittels des Risikokalkulationsprogramms Cyrillic 2.13 das
Heterozygotenrisiko einer Anlagetragerschaft einer autosomal-dominant vererbten Mutation in
einem der 10 Core-Gene sowie das Lebenszeitrisiko, an einem Mammakarzinom bis zum 85.
Lebensjahr zu erkranken, berechnet.
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Fir Patienten mit bilateralen Mammakarzinomen mit der Ersterkrankung vor dem 51. Lebensjahr
wurde mit 61,6 % der hochste Mittelwert des Risikos fiir eine Anlagetragerschaft einer autosomal-
dominant vererbten Mutation mit dem Risikokalkulationsprogramm Cyrillic 2.13 berechnet,
gefolgt von 56,5 % bei Patienten mit mindestens einer gleichzeitig an einem Mamma- und
Ovarialkarzinom erkrankten Frau.

Das mittlere berechnete Heterozygoten-Risiko der gesamten Patienten-Kohorte lag bei 38 + 30 %.
Das Lebenszeitrisiko, bis zum 85. Lebensjahr an einem Mammakarzinom zu erkranken, betrug in
der gesamten untersuchten Patienten-Kohorte 27 + 21 %. Fir die Patienten mit einer
Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in einem der 10 Core-Gene wurde ein mittleres
Heterozygoten-Risiko fir eine autosomal-dominant vererbte Mutation von 41 + 32 % berechnet.
Fir die Patienten ohne eine Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in einem der 10 Core-
Gene wurde ein mittleres Heterozygoten-Risiko von 35 * 29 % berechnet. Diese Risiken
unterscheiden sich statistisch nicht signifikant (p = 0,14). Die Heterozygoten-Risiken wiesen nur
bei Patienten mit einer Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den Genen BRCA1 und
BRCA2 (54 + 33 %) im Vergleich zu den anderen acht Core-Genen (33 + 29 %) eine statistisch
signifikante Erhéhung auf (p < 0,01).

Insgesamt waren 105 der analysierten Patienten an einem invasiv duktalen Mammakarzinom, 32
Patienten an einem DCIS (duktales Carcinoma in situ), 16 Patienten an einem invasiv lobularen
Mammakarzinom und zwei Patienten an einem medullaren Mammakarzinom erkrankt. Bei
Patienten, die an einem invasiv duktalen Mammakarzinom erkrankten, wurden statistisch
signifikant haufiger Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 identifiziert (p = 0,02) als bei
den Patienten mit einem anderen histologischen Typ des Mammakarzinoms.

Bei 46,2 % der Patienten mit einem exprimierten Ostrogen-Rezeptor a (ERa), bei 46,3 % der
Patienten mit dem exprimierten Progesteron-Rezeptor (PR) und bei 58,8 % der Patienten mit
einem Uberexprimierten ERBB2-Rezeptor im Tumorgewebe wurde eine Sequenzvariante der
ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den 10 Core-Genen identifiziert. Patienten mit triple-negativen
Mammakarzinomen wiesen statistisch signifikant hohere Detektionsraten an Mutationen der
ACMG-Klasse 4 oder 5 in den 10 Core-Genen auf als Patienten mit einem anderen Rezeptorstatus
(p=0,001).

4.2 Auswertungen der Daten der Multi-Gen-Panel-Analyse (NGS)

In dieser Studie wurden mit einem Anteil von 95,0 % (196 von 200) deutlich mehr weibliche als
mannliche Patienten eingeschlossen. Diese Tendenz spiegelt die Geschlechtsverteilung der
Diagnose eines Mammakarzinoms in der Gesamtbevolkerung wider. Insgesamt sind deutlich mehr
weibliche als mannliche Patienten betroffen. Die Ursache dafir ist vor allem der anatomische
Aufbau der Mammae bei Frauen mit deutlich mehr Driisengewebe als bei der mannlichen
Mamma. Die Geschlechtsverteilung ist kongruent mit der Verteilung der Krebserkrankungen im
deutschen Krebsregister. Im Jahr 2013 waren etwa 69.220 (99,0 %) Frauen und 682 Manner (1 %)
in Deutschland an einem Mammakarzinom erkrankt (Krebsgeschehen in Deutschland 2016).

Weibliche Patienten in der Allgemeinbevilkerung erkrankten mit einem mittleren
Erkrankungsalter von 64,3 Jahren an einem Mammakarzinom und mannliche Patienten mit einem
mittleren Erkrankungsalter von 69,9 Jahren (Krebsgeschehen in Deutschland 2016, Stand 2013).
Die Zahlen aus dem Krebsregister enthalten sowohl sporadische als auch hereditdre Formen des
Mammakarzinoms. Das in dieser Arbeit ermittelte mittlere Erkrankungsalter bei der Erstdiagnose
des Mammakarzinoms lag bei den weiblichen Patienten bei 47,4 Jahren und bei den mannlichen
Patienten bei 54,0 Jahren. Das hier ermittelte Erkrankungsalter erweist sich daher als deutlich
niedriger im Vergleich zu den im deutschen Krebsregister registrierten Betroffenen, was bei einer
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hereditdren Form des Mammakarzinoms auch zu erwarten ist (Tung et al. 2015; Mannan et al.
2016; Thompson et al. 2016).

Die in den Arbeiten zu dieser Dissertation ermittelten mittleren Erkrankungsalter sind mit denen
aus vorangegangenen Studien vergleichbar. Die Studie von Tung et al. (2015) zeigte ein mittleres
Erkrankungsalter bei der Erstdiagnose des Mammakarzinoms von 47,2 Jahren bei Patienten mit
Verdacht auf ein hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom. Die in der Studie von Thompson et al.
(2016) analysierten Patientinnen mit Verdacht auf ein hereditares Mammakarzinom wurden nach
dem Erkrankungsalter in sechs Altersgruppen eingeteilt: 1) < 40 Jahre (22,9 %), 2) 40 - 44 Jahre
(14,3 %), 3) 45 - 49 Jahre (15,8 %), 4) 50 - 54 Jahre (13,1 %), 5) 55 - 59 Jahre (12,2 %) und 6) > 60
Jahre (21,7 %). Die Mehrzahl der pathogenen Mutationen wurden bei Patientinnen mit einem
Erkrankungsalter von <40 Jahren identifiziert (21,5 %). Es folgten Patientinnen mit einem
Erkrankungsalter von > 60 Jahren (20,3 %), zwischen 50 - 54 Jahren (18,9 %), zwischen 45 - 49
Jahren (17,7 %), zwischen 40 - 44 Jahren (13,9 %) und zwischen 55 - 59 Jahren (7,6 %). Mannan et
al. (2016) detektierten bei Patienten mit Verdacht auf ein hereditdres Mamma- und
Ovarialkarzinom bei den Erkrankten < 40. Lebensjahr in 44,0 % der Falle eine pathogene Mutation
in den untersuchten Genen, bei den Erkrankten zwischen dem 40. und 50. Lebensjahr in 53,0 %
der Falle und bei den Erkrankten > 50. Lebensjahr in 27,0 % der Falle. Die Tendenz der
Altersverteilung aus den oben genannten Studien bei der Erstdiagnose eines Mamma- bzw.
Ovarialkarzinoms wurde auch in dieser Dissertation beobachtet. Die grofite Altersgruppe
entsprach der Gruppe von Patienten, die zwischen dem 40. und 49. Lebensjahr erkrankten. In
dieser Gruppe wurden 40,0 % aller pathogenen Mutationen in den 10 Core-Genen identifiziert.
Dieser Altersgruppe folgen die Altersgruppen zwischen dem 30. und 39. Lebensjahr sowie
zwischen dem 50. und 59. Lebensjahr mit jeweils 20,0 % aller identifizierten Mutationen. In der
Altersgruppe > 70. Lebensjahr (insgesamt 11 Patienten) wurden keine Mutationen identifiziert.
Bei sehr jung erkrankten Patienten (< 30. Lebensjahr) wurden nur 5,7 % aller Mutationen in den
10 Core-Genen identifiziert. Eine Abweichung der Detektionsraten in dieser Kohorte im Vergleich
zu den publizierten Daten liegt vermutlich einerseits an der GrofRe der gesamten Kohorte und der
daraus resultierenden GrofRenordnung der unterschiedlichen Altersgruppen und andererseits an
den jeweiligen Einschlusskriterien fir eine molekulargenetische Untersuchung.

Vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs wurden unterschiedliche
Kriterien fir eine molekulargenetische Untersuchung bei Verdacht auf ein hereditares Mamma-
und Ovarialkarzinom anhand der familidren Konstellationen der Tumorerkrankungen definiert.
Fir diese Kriterien wurden empirische Wahrscheinlichkeiten fiir pathogene Mutationen in den
BRCA1- und BRCA2-Genen mit Abweichungen +/-2 definiert (Meindl et al. 2011) (s. Tab. 4.1). Die
empirischen Wahrscheinlichkeiten fiir pathogene Mutationen in den BRCA1- und BRCA2-Genen
sind am niedrigsten bei Patienten mit dem erfiillten Kriterium G und bei den Patienten mit dem
erfullten Kriterium Q (s. Tab. 4.1). Diese Tendenzen wurden in der vorliegenden Arbeit
widergespiegelt, mit der Ausnahme, dass die Risiken generell hoher berechnet wurden. Die
empirischen Daten zeigen die hochste Wahrscheinlichkeit fir eine pathogene Mutation von 48,4
% bei dem erfiillten Kriterium J. Die berechnete Wahrscheinlichkeit fiir eine pathogene Mutation
bei Patienten in der vorliegenden Arbeit, die dieses Kriterium erfiillten, liegt bei 40,2 % und ist
nicht die hochste berechnete Wahrscheinlichkeit. In der vorliegenden Arbeit ist die hochste
Wabhrscheinlichkeit von 61,6 % fiir eine pathogene Mutation bei Patienten mit dem erfiillten
Kriterium R berechnet worden. Fir die Kriterien A, G und R sind in dieser Arbeit statistisch
signifikant hohere Risiken in Vergleich zu den empirischen Risiken berechent worden (s. Tab. 4.1).
Die entstehenden Differenzen sind stark von dem untersuchten Kollektiv abhdngig. Weiterhin sind
die empirischen Daten in Abhangigkeit von den beobachteten Mutationsraten entstanden und
hangen nicht von einem Risikokalkulationsprogramm ab. Es wird bereits langere Zeit diskutiert,
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dass die Risiken, welche mit dem Risikokalkulationsprogramm Cyrillic 2.13 ermittelt werden, nicht
den realen Risiken entsprechen, sondern insgesamt zu hoch berechnet werden.

Tabelle 4.1: Empirische und berechnete Wahrscheinlichkeiten fiir Mutationen in den Genen BRCA1 und
BRCA2. Statistische Daten wurden mit dem Softwareprogramm R, Version 3.3.1, www.r-project.org, R-
Paket Ime4, Einstichproben-t-Test, berechnet.

Empirische Berechnete
Kriterium Wahrscheinlichkeiten® Wahrscheinlichkeiten p-Wert
in % (diese Arbeit) in %

A 22,4 44,1 <0,001*
G 9,2 23,7 0,002*
J 48,4 40,2 0,52
Q 10,1 17,5 0,74
R 24,8 61,6 0,001*
U 42,1 46,2 1,0
Z 45,0 37,2 1,0

Kriterium A: mindestens drei Frauen aus der gleichen Linie einer Familie sind an einem MCa erkrankt
(unabhéangig vom Alter bei ED); Kriterium G: mindestens 2 Frauen aus der gleichen Linie einer Familie sind
an einem MCa erkrankt, davon eine vor dem 51. Lebensjahr; Kriterium J: Mindestens eine Frau ist an einem
MCa und mindestens eine Frau an einem OvCa erkrankt; Kriterium Q: Mindestens eine Frau ist vor dem 36.
Lebensjahr an einem MCa erkrankt; Kriterium R: Mindestens eine Frau ist an einem bilateralen MCa
erkrankt, wobei das erste MCa vor dem 51. Lebensjahr aufgetreten ist; Kriterium U: Mindestens ein Mann
ist an einem MCa und mindestens eine Frau an einem MCa oder OvCa erkrankt; Kriterium Z: Mindestens
zwei Frauen sind an einem OvCa erkrankt. 'Meindl et al. 2011; MCa = Mammakarzinom; OvCa =
Ovarialkarzinom; ED = Erstdiagnose.

Bei Patienten mit bilateralem Mammakarzinom und dem hdéchsten berechneten Heterozygoten-
Risiko wurde nur eine pathogene Mutation in den 10 Core-Genen identifiziert (Mutation im
BRCA1-Gen). Die Mehrzahl der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 wurden bei
Patienten mit den erfillten Kriterien A und G identifiziert, d. h. 41 Sequenzvarianten der ACMG-
Klasse 3 (57,7 %) und 20 Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 (57,2 %) konnten in diesen beiden
Patientengruppen nachgewiesen werden. Diese Detektionsraten entsprechen den grofiten zwei
Kollektiven in der untersuchten Kohorte. Das hohe berechnete Heterozygoten-Risiko bei der
Konstellation des Kriteriums U korreliert ebenso nicht mit der Detektionsrate der identifizierten
Sequenzvarianten in den Core-Genen. Bei diesem erfillten Kriterium wurden insgesamt nur eine
pathogene Mutation und drei Varianten unklarer Signifikanz detektiert.

Die Daten dieser Dissertation deuten darauf hin, dass die berechneten Heterozygoten-Risiken fir
eine autosomal-dominant vererbte Mutation in einem der 10 Core-Gene nicht mit der
eigentlichen Detektionsrate Ubereinstimmen. Die berechneten Heterozygoten-Risiken weisen auf
deutlich héhere Werte hin und entsprechen daher nicht den realen Detektionsraten.

Ab dem 01.10.2016 sind neben den bereits oben erwahnten Kriterien zwei neue Kriterien in Kraft
getreten. Diese zwei neuen Kriterien wurden wie folgt definiert: Kriterium 1) mindestens eine
Frau ist an einem triple-negativen Mammakarzinom bis zum vollendeten 49. Lebensjahr erkrankt;
Kriterium 2) mindestens eine Frau ist an einem Ovarialkarzinom bis zum vollendeten 79.
Lebensjahr erkrankt. Da diese zwei neuen Kriterien erst am 01.10.2016 in Kraft getreten sind und
die Patienten, die potentiell diese zwei Kriterien vor dem Inkrafttreten erfiillt hatten, fiir eine
humangenetische Beratung in der Interdisziplindaren Sprechstunde der Frauenklinik der UMG
durch die study nurse nicht erfasst wurden, sind diese Patienten entsprechend nicht in dieser
Dissertation enthalten.
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4.2.1 Vergleich der Daten aus NGS-Analysen bei Verdacht auf ein hereditares
Mamma- und Ovarialkarzinom

Es wurden bereits eine Vielzahl von Studien mit umfangreichen Patientenkollektiven bei Verdacht
auf ein hereditares Mamma- und Ovarialkarzinom, die mittels Multi-Gen-Panel-Untersuchung
(NGS) analysiert wurden, veréffentlicht. In der Mehrzahl der Studien wurde jedoch eine groRRere
Anzahl von Genen analysiert als in dieser Dissertation. In der Tabelle 4.2 wurden daher nur jeweils
die vom Deutschen Konsortium definierten 10 Core-Gene betrachtet.

Die Detektionsrate der wahrscheinlich pathogenen und pathogenen Mutationen von 11,0 % in
den BRCAI- und BRCA2-Genen in dieser Arbeit ist vergleichbar mit den publizierten
Detektionsraten. Nichtsdestotrotz variieren die Detektionsraten deutlich in verschiedenen
Studien, wie z. B. die Detektionsrate der Studie von Kurian et al. (2014) und von Mannan et al.
(2016) mit einer sehr hohen Detektionsrate der pathogenen Mutationen in den BRCAI- und
BRCA2-Genen von 26,2 % oder einer sehr niedrigen Detektionsrate von Susswein et al. (2016) von
3,9 %.

In dieser Arbeit konnte eine Detektionsrate von 6,5 % der wahrscheinlich pathogenen und
pathogenen Mutationen in den nicht BRCA1/BRCA2-Core-Genen ermittelt werden. Die
Detektionsraten in den nicht BRCA1- und BRCA2-Genen variieren in den unterschiedlichen Studien
stark und sind vor allem von der Auswahl der analysierten Gene und den Einschlusskriterien fiir
die molekulargenetische Untersuchung abhangig. Schroeder et al. (2015) analysierten dieselben
acht Core-Gene (nicht BRCA1/BRCA2) wie in dieser Arbeit und konnten eine Detektionsrate der
pathogenen und wahrscheinlich pathogenen Mutationen von 2,9 % nachweisen. Hauke et al.
(2018) ermittelten dagegen in ihrer Studie eine Detektionsrate von 7,4 %.

Wenn aus allen publizierten NGS-Studien nur die vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust-
und Eierstockkrebs definierten acht nicht BRCA-Core-Gene betrachtet werden, zeigten sich sehr
variable Detektionsraten der Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5. Chong et al. (2014) wiesen
eine Detektionsrate der pathogenen Mutationen in den nicht BRCA1- und BRCA2-Genen von 15,1
% auf, Castéra et al. (2014) von 8,1 %, Cybulski et al. (2015a) von 4,9 %, Tung et al. (2015) von 3,3
%, Yablonski-Perez et al. (2015) von 2,1 %, Mannan et al. (2016) von 9,1 %, Thompson et al. (2016)
von 3,8 %, Eliade et al. (2017) von 5,8 % und Crawford et al. (2017) von 7,9 % (s. Tab. 4.2). Die
angegebenen Detektionsraten sind jedoch nicht direkt miteinander vergleichbar, da nicht in allen
Studien alle vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs definierten acht
nicht BRCA1/2-Core-Gene analysiert wurden.

Eine kurze Zusammenfassung von einigen groReren Studien und die Detektionsraten der
identifizierten Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 und 5 ist nachfolgend aufgelistet. Die 10
Core-Gene sind in den folgenden Genlisten fett markiert (s. auch Tab. 4.2):

Tung et al. (2015) untersuchten insgesamt 2.158 Patienten mittels eines Multi-Gen-Panels (NGS).
Es wurde hierzu ein Multi-Gen-Panel mit 25 Tumor-assoziierten Genen analysiert und
ausgewertet: APC, ATM, BARD1, BMPR1A, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CDK4, CDKN2A, CHEK2,
EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, SMAD4,
STK11 und TP53. Die Patienten wurden dazu in zwei Kohorten unterteilt. In der ersten Kohorte
befanden sich 1.781 Patienten mit Verdacht auf ein hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom
ohne vorherige molekulargenetische Analyse der BRCAI- und BRCA2-Gene. In dieser Kohorte
wurden pathogene Mutationen bei 241 Patienten (13,5 %) detektiert, davon bei 162 Patienten
(9,1 %) in den Genen BRCA1 und BRCA2. Bei 79 Patienten (4,4 %) wurde mindestens eine
Mutation in den restlichen 23 Genen identifiziert, davon 3,3 % in den acht Core-Genen (nicht
BRCA1/BRCA2) (s. Tab. 4.2). Varianten unklarer Signifikanz (VUS) wurden bei 742 Patienten (41,7
%) identifiziert. In der zweiten Kohorte mit 377 Hochrisiko-Patienten mit vorheriger negativer
Testung auf Mutationen in den Genen BRCAI1 und BRCA2 wurden insgesamt 15 pathogene
Mutationen bei 14 Patienten (3,7 %) und 231 VUS bei 157 Patienten (41,6 %) identifiziert. Die
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allgemeine Detektionsrate der Mutationen in den BRCA1- und BRCA2-Genen lag bei 9,3 %. Die
Detektionsrate der Mutationen in allen analysierten Genen lag bei 13,5 %. Wenn nur mit einem
Mamma- und Ovarialkarzinom assoziierte Gene betrachtet wurden, lag die Detektionsrate der
Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 bei 13,2 % (s. Tab. 4.2).

Schroeder et al. (2015) veréffentlichen Daten von insgesamt 620 Patienten mit Verdacht auf ein
hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom, die mit Hilfe eines Multi-Gen-Panels (NGS) analysiert
wurden. Bei diesen Patienten wurden die vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und
Eierstockkrebs definierten 10 Core-Gene ausgewertet. Pathogene Mutationen wurden bei 75
Patienten (12,1 %) identifiziert. In den Genen RAD51C und RAD51D konnte dabei keine pathogene
Mutation detektiert werden (s. Tab. 4.2).

Desmond et al. (2015) wiesen in einer Kohorte von 1.069 Patienten mit Verdacht auf ein
hereditares Mamma- und Ovarialkarzinom ohne identifizierte Mutation in den Genen BRCA1 und
BRCAZ2 bei 5,9 % der Patienten eine pathogene Mutation in den analysierten Genen nach. Hierzu
wurde ein 29-Multi-Gen-Panel (NGS) bzw. ein 25-Multi-Gen-Panel (NGS) durchgefiihrt und
folgende Gene analysiert: APC, ATM, BARD1, BMPR1A, BRIP1, CDH1, CDK4, CDKN2A, CHEK2,
EPCAM, MEN1, MET, MLH1, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PALB2, PALLD, PMS2, PTCH1, PTEN,
RAD51C, RAD51D, RET, SMAD4, STK11, VHL und TP53. In den acht analysierten Core-Genen
wurden 36 Mutationen (3,4 %) identifiziert (s. Tab. 4.2). Es wurden zuséatzlich 44 Mutationen (4,1
%) in den Genen APC, BMPRI1A, BRIP1, CDKN2A, MSH2, MSH6, MLH1, MUTYH, PMS2 und PTEN
detektiert.

Lincoln et al. (2015) untersuchten insgesamt 1.062 Patienten mit Verdacht auf ein hereditares
Mamma- und Ovarialkarzinom mit einem 29-Multi-Gen-Panel (NGS) mit folgenden Genen: APC,
ATM, BRCA1, BRCA2, BMPRI1A, BRIP1, CDH1, CDK4, CDKN2A, CHEK2, EPCAM, MEN1, MET, MLH1,
MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PALB2, PALLD, PMS2, PTCH1, PTEN, RAD51C, RET, SMAD4, STK11,
VHL und TP53. Eine Kohorte mit 735 Patienten wurde als die reprasentative Gruppe selektiert. Bei
66 dieser Patienten (9,0 %) wurde eine pathogene Mutation in den BRCA1- und BRCA2-Genen
identifiziert. In den restlichen Genen wurden 26 pathogene Mutationen (3,5 %) nachgewiesen. Es
wurden 13 Mutationen (1,8 %) in den nicht BRCA1/BRCA2-Core-Genen (s. Tab. 4.2) sowie
insgesamt neun Mutationen (1,2 %) in den Genen CDKN2A, MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2
detektiert. 2,7 % der Patienten waren Trdger einer heterozygoten pathogenen bzw.
wahrscheinlich pathogenen Mutation im MUTYH-Gen. Bei 41,0 % aller untersuchten Patienten-
Proben wurde mindestens eine VUS identifiziert (s. Tab. 4.2).

Eine umfassende Studie von Susswein et al. (2016) mit insgesamt 10.030 Patienten mit Verdacht
auf ein hereditdares Tumorsyndrom verwendete ein Multi-Gen-Tumor-Panel (NGS) mit 29 Genen.
Bei 3.315 Frauen mit Verdacht auf ein hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom wurden 21 Gene
ausgewertet: ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, EPCAM, FANCC, MLH1, MSH?2,
MSH6, NBN, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11, XRCC2 und TP53. Bei 320 Frauen (9,7
%) wurden wahrscheinlich pathogene bzw. pathogene Mutationen in einem der o. g. Gene
identifiziert. Zusatzlich zu den Mutationen (8,5 %) in den 10 Core-Genen (s. Tab. 4.2) wurden
Mutationen im MSH6-Gen, im PMS2-Gen und im MLH1-Gen detektiert. Pathogene Mutationen
wurden bei sechs von 51 Mannern (11,8 %) mit einem diagnostizierten Mammakarzinom
identifiziert.

Buys et al. (2017) untersuchten retrospektiv 35.409 Frauen, die vor dem 45. Lebensjahr an einem
einseitigen Mammakarzinom erkrankten, sowie Frauen, die nach dem 45. Lebensjahr erkrankten
und eine positive Familienanamnese mit einem Mamma- und/oder Pankreaskarzinom aufwiesen.
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Bei allen Frauen wurde ein 25-Gen-Panel (NGS) mit folgenden Genen durchgefiihrt: APC, ATM,
BARD1, BMPR1A, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CDK4, CDKN2A, CHEK2, EPCAM, MLH1, MSH2,
MSH6, MUTYH, NBN, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, SMAD4, STK11 und TP53. Insgesamt
wurde bei 3.305 Patientinnen mindestens eine pathogene Mutation identifiziert (9,3 %). Etwa die
Halfte aller Mutationen wurde in den Genen BRCA1 (24,0 %) und BRCA2 (24,4 %) detektiert. In
den anderen acht Core-Genen wurden 3,6 % wahrscheinlich pathogene oder pathogene
Mutationen identifiziert (s. Tab. 4.2). In den restlichen Genen wurden 1,4 % pathogene
Mutationen detektiert. Nur in den Genen BMPRIA und CDK4 konnte keine Mutation
nachgewiesen werden. Die hochste Detektionsrate der pathogenen Mutationen von 13,0 % bis
18,0 % zeigten Frauen mit einem diagnostizierten Mammakarzinom vor dem 40. Lebensjahr und
die niedrigste Detektionsrate wiesen Frauen mit einem diagnostizierten Mammakarzinom
zwischen dem 85. und 89. Lebensjahr auf (s. Tab. 4.2).

In der Studie von Couch et al. (2017) wurden 65.057 Patienten mit Verdacht auf ein hereditares
Mammakarzinom mit einem 21-Multi-Gen-Panel (NGS) (ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1,
CDH1, CDKN2A, CHEK2, MLH1, MRE11A, MSH2, MSH6, NBN, NF1, PALB2, PMS2, PTEN, RAD50,
RAD51C, RAD51D, TP53) analysiert. Bei 10,2 % der Patienten wurde eine pathogene Mutation
identifiziert. Die Mutationsfrequenzen in den Core-Genen sind in der Tabelle 4.2 gelistet.

Hauke et al. (2018) veroffentlichten die Ergebnisse einer Multi-Gen-Panel-Analyse (NGS) von
5.589 BRCA1/BRCA2-negativen Patientinnen, bei denen ausschlieRlich die vom Deutschen
Konsoritum flir Familidren Brust- und Eierstockkrebs definierten acht Core-Gene analysiert
wurden. Die DNA-Proben dieser Patienten wurden in allen konsortialen Zentren des Deutschen
Konsortiums Familidrer Brust- und Eierstockkrebs analysiert. Die Gesamt-Detektionsrate in allen
nicht BRCA1/2-Core-Genen betrug dabei 7,4 %. Die identifizierten Detektionsraten der
Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den einzelnen Genen sind in der Tabelle 4.2 gelistet.

Der Vollstandigkeit halber sind in der Tabelle 4.2 noch weitere NGS-Studien mit den jeweiligen
Detektiosraten der Sequenzvarianten in den 10 Core-Genen aufgefiihrt: Castéra et al. (2014),
LaDuca et al. (2014), Maxwell et al. (2015), Yablonski-Peretz et al. (2015), Li et al. (2016), Mannan
et al. (2016), Eliade et al. (2017), Crawford et al. (2017).
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Tabelle 4.2 Ubersicht der Detektionsraten der Mutationen und Varianten unklarer Signifikanz in den 10 Core-Genen

Detektionsraten der Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 und der Varianten unklarer Signifiknaz (ACMG-Klasse 3) in %
Castéra | LaDuca | LaDuca Tung Schroeder Maxwell Desmond | Lincoln | Yablonski | Susswein Li Mannan Buys Eliade Crawford Couch Hauke
Gen Diese etal. etal. etal. etal. etal. etal. etal. etal. -Peretz etal. etal. etal. etal. etal. etal. etal. etal.
Arbeit (2014) (2014) (2014) (2015) (2015) (2015) (2015) (2015) etal. (2016) (2016) (2016) (2017) (2017) (2017) (2017) (2018)
MCa OvCa (2016) DK*
ATM 2,0 2,1 2,1 0,9 0,7 0,7 2,9 0,1 0,7 11 1,0 1,2 0,7 0,9 1,5 1,7 0,9 1,4
BRCA1 9,0 4,8 / / 4,8 / / 3,9 1,8 / )3 / /
9,1 9,0 26,2 : 9,0 4,0
BRCA2 2,0 5,6 / / 4,4 / / 3,2 2,1 / 2,3 / /
CDH1 0,5 0,1 0 0,4 0 0,5 0 0,4 0,1 0 0 0,2 0 0,1 0 0,3 0,04 0,1
CHEK2 3,0 2,1 2,2 0,4 1,6 0,9 4,3 14 0,4 0,5 2,0 2,1 0,7 1,1 3,1 3,3 51 3,9
NBN 0 11 0,1 1,3 0,2 0,3 0,4 0,2 0 0 0,2 0,2 0 0,2 - 0,3 0,2 0,2
PALB2 0,5 1,4 1,7 0,4 0,7 0,3 0,4 0,7 0,7 0 0,8 2,1 2,1 0,9 0,7 1,7 0,8 1,2
RAD51C 0,5 0,4 0,2 0,4 0 0 0 0,3 0,3 0,5 0,1 0,2 0,7 0,2 0 0,3 0,09 0,2
RAD51D 0 0 - - 0 0 - 0 0 0 0,1 0,5 0 0,1 - 0,3 0,07 0,1
TP53 0 0,9 0,5 0,4 0,1 0,2 14 0,3 0 0 0,4 0,9 4,9 0,2 0,5 0 k. A. 0,3
VUS 26,0 - 19,3 25,6 41,7 - 19,0 - 41,0 47,0 - - - - - - - 14,9
Weitere
analysierte nein ja ja ja ja nein ja ja ja ja ja ja ja ja ja ja ja nein
Gene

DK = Deutsches Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs; MCa = Mammakarzinom; OvCa = Ovarialkarzinom; - = wurde nicht analysiert; / = in den BRCA1- und BRCA2-
Genen wurde bereits in vorhergehenden Analysen keine Mutation identifiziert; k. A. = keine Angaben; VUS = Variante unklarer Signifikanz von allen analysierten Genen der
jeweiligen Studie. # In dieser Publikation sind 120 Patienten aus dieser Dissertation miteingeschlossen.
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Die in dieser Arbeit ermittelten Detektionsrate der VUS in den Genen BRCA1 und BRCA2 lag bei
7,0 % und in den anderen acht Core-Genen bei 19,0 %. Die Detektionsraten sind folgendermalien
liber die 10 Core-Gene verteilt: 7,5 % im ATM-Gen, 0,5 % im BRCA1-Gen, 6,0 % im BRCA2-Gen, 1,0
% im CDH1-Gen, jeweils 4,5 % in den Genen CHEK2, NBN und PALB2, 2,5 % im RAD51C-Gen, 3,0 %
im RAD51D-Gen und 0,5 % im TP53-Gen. Im Vergleich dazu identifizierten LaDuca et al. (2014) bei
19,3 % der Patienten mit Verdacht auf ein hereditdres Mammakarzinom und bei 25,6 % der
Patienten mit Verdacht auf ein hereditdares Ovarialkarzinom mindestens eine VUS. Tung et al.
(2015) zeigten eine Detektionsrate der VUS von 41,7 %, Maxwell et al. (2015) von 19,0 %, Lincoln
et al. (2015) von 41,0 %, Yablonski-Peretz et al. (2016) von 47 % und Hauke et al. (2018) von 14,9
%. In der Kohorte zu dieser Dissertation wurden insgesamt 71 Varianten unklarer Signifikanz in
den nicht BRCAI- und BRCA2-Core-Genen bei 59 Patienten identifiziert, d. h. 1,2 Sequenz-
varianten unklarer Signifikanz pro Patient mit der identifizierten Sequenzvariante der ACMG-
Klasse 3 bzw. 0,3 Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3 Uber die gesamte untersuchte Kohorte
von 200 Patienten. Kurian et al. (2014) identifizierten 428 Varianten unklarerer Signifikanz in 39
Genen bei 175 Patienten, d. h. 2,1 VUS pro Patient der untersuchten Kohorte. In den Arbeiten zu
dieser Dissertation wurde dagegen eine deutlich geringere Anzahl von VUS identifiziert als in der
Studie von Kurian et al. Die Prozentzahl der detektierten VUS in dieser Dissertation liegt dennoch
hoher als die Detektionsrate der wahrscheinlich pathogenen und pathogenen Mutationen in den
analysierten Genen. In den Studien zu dieser Dissertation spiegelten sich bereits publizierte Daten
Uber eine hohe Detektionsrate von VUS in den nicht BRCA1- und BRCA2-Genen wider und die
Detektionsraten der wahrscheinlich pathogenen und pathogenen Mutationen in diesen Genen lag
somit deutlich niedriger. Daher sind weitere Segregationsanalysen in den Familien sowie
funktionelle Analysen notwendig, um diese VUS in Zukunft optimaler zu charakterisieren bzw.
auch evtl. reklassifizieren zu kénnen.

Insgesamt konnten im Rahmen dieser Doktorarbeit bei 17,5 % der Familien mit Verdacht auf ein
hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom der molekulargenetische Ursprung dieser Erkrankung
aufgeklart werden. Allerdings konnte bei der Mehrzahl der Patienten die familidre Haufung von
Tumoren nicht einem hereditdren Ursprung zugeordnet werden. Somit muss von weiteren
genetischen als auch zusatzlichen nicht genetischen Faktoren bei diesen Patienten/Familien
ausgegangen werden. Wie bereits oben erwahnt, wurden in anderen Studien teilweise andere
bzw. zusatzliche Gene bei den Patienten analysiert und so konnten zu einem geringen Anteil
weitere pathogene Mutationen identifziert werden (s. Tab. 4.2).

Ein weiterer wichtiger Aspekt fir weitere Aufklarung der hereditdren Genese des Mamma- und
Ovarialkarzinoms stellt der Polygenic Risk Score (PRS) dar. Der PRS wird anhand der in GWAS-
(Genome-Wide Association Study)-Studien definierten Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP;
Single Nucleotide Polymorphism) berechnet (Li et al. 2017). Einzelne SNPs sind mit einem relativen
Risiko von etwa 1,05 bis 1,3 ein Mammamakarzinom zu entwickeln assoziiert (Michailidou et al.
2013; Michailidou et al. 2015). Die Studie von Li et al. 2017 zeigte eine hoch signifikante Differenz
zwischen dem PRS bei Frauen mit einem diagnostizierten Mammakarzinom und gesunden Frauen
in der Kontrollkohorte. Somit kdnnte in Zukunft der PRS eventuell eine wichtige Rolle in der
weiteren Aufklarung der Erblichkeit von Mamma- und Ovarialkarzinomen spielen.

4.2.2 Detektionsraten der Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in einzelnen
Core-Genen

Vorangegangene Studien bei Patienten mit Verdacht auf ein hereditires Mamma- und
Ovarialkarzinom hatten gezeigt, dass die Mehrzahl der Mutationen bei diesen Patienten in den
Genen BRCA1 und BRCAZ2 identifiziert werden konnte (s. Tab. 4.2). In den Arbeiten zu dieser
Dissertation wurde eine Detektionsrate von 11,0 % der Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in
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den Genen BRCA1 und BRCA2 detektiert. 9,0 % der Mutationen wurden im BRCAI1-Gen
nachgewiesen und nur 2,0 % der Mutationen im BRCA2-Gen identifiziert.

In der untersuchten Kohorte zu dieser Doktorarbeit wurden 3,0 % der Mutationen der ACMG-
Klasse 4 oder 5 im CHEK2-Gen detektiert. Die Detektionsraten der Mutationen im CHEK2-Gen sind
in den verschiedenen friitheren Studien in unterschiedlichen GréRBenordnungen vertreten, d. h.
dort konnten Detektionsraten von 0,4 % bis zu 5,1 % ermittelt werden (s. Tab. 4.2).

Mutationen im ATM-Gen werden in der Literatur mit einer Haufigkeit von 0,1 % bis 2,9 %
angegeben (s. Tab. 4.2). Die Detektionsrate von 2 % der Mutationen im ATM-Gen in der Studie zu
dieser Dissertation stimmen daher mit den publizierten Detektionsraten tberein.

In den Genen CDH1, PALB2 und RAD51C konnten in dieser Doktorarbeit nur vereinzelt
Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 identifiziert werden und zwar jeweils in 0,5 % der Falle. Die
Detektionsraten der Mutationen in den Genen CDH1 und RAD51C aus dieser Doktorarbeit
stimmen mit den publizierten Daten (iberein. So werden die publizierten Detektionsraten der
Mutationen im CDH1-Gen mit bis zu 0,5 % angegeben (s. Tab. 4.2) und die publizierten
Detektionsraten der Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 im RAD51C-Gen mit bis zu 0,7 % (s.
Tab. 4.2). Die in der Literatur angegebenen Detektionsraten fiir Mutationen der ACMG-Klasse 4
oder 5 im PALB2-Gen liegen jedoch etwas hoher (bis zu 2,1 %) im Vergleich zu den ermittelten
Daten aus der Kohorte dieser Dissertation (s. Tab. 4.2).

In den Genen NBN, RAD51D und TP53 wurde in der Kohorte dieser Dissertation keine Mutation
der ACMG-Klasse 4 oder 5 detektiert. Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 im NBN-Gen wurden
in den vorangegangenen Studien zu einem niedrigen Prozentsatz detektiert und zwar bis 0,4 % (s.
Tab. 4.2). In den Studien von LaDuca et al., Castéra et al. 2014 und Kurian et al. 2014 konnten
dagegen Mutationen im NBN-Gen zu einem hoheren Prozentsatz von bis zu 1,3 % identifiziert
werden (s. Tab. 4.2). Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 im TP53-Gen wurden in drei Studien
zu einem hoheren Prozentsatz detektiert, ndmlich in der Studie von Castéra et al. (2014) mit einer
Detektionsrate von 0,9 %, in der Studie von Maxwell et al. (2015) mit einer Detektionsrate von 1,4
% sowie in der Studie von Mannan et al. (2016) mit einer Detektionsrate von 4,9 %. In der
Mehrzahl der friiheren Studien wurden Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 im TP53-Gen bei
Verdacht auf ein hereditares Mamma- und Ovarialkarzinom in bis zu 0,9 % der Falle identifiziert
(s. Tab. 4.2). Interessanterweise wurde das RAD51D-Gen in vielen Studien mit Verdacht auf ein
hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom nicht mitanalysiert. In den Studien, in denen das
RAD51D-Gen analysiert wurde, konnten Mutationen in diesem Gen zu einem niedrigen
Prozentsatz von 0 % bis maximal 0,5 % nachgewiesen werden (s. Tab. 4.2).

Die in der Kohorte zu dieser Dissertation identifizierten Detektionsraten der Mutationen der
ACMG-Klasse 4 oder 5 bei Patienten mit Verdacht auf ein hereditires Mamma- und
Ovarialkarzinom sind groRtenteils mit den bereits publizierten Daten vergleichbar. Da jedoch in
den vorangegangenen Studien unterschiedliche Einschlusskriterien fiir eine hereditare Form des
Mamma- und Ovarialkarzinoms beriicksichtigt wurden, sind die Detektionsraten nicht direkt
miteinander vergleichbar, jedoch stimmen die GroRenordnungen (iberein.

4.2.3 Typen der identifizierten Sequenzvarianten

Zum jetzigen Zeitpunkt sind nur wenige Studien bekannt, die systematisch die Verteilung der
identifizierten Typen der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in allen untersuchten
Genen analysierten. Diese Daten sind vor allem fir die BRCA1- und BRCA2-Gene bekannt. Manche
Studien fokussierten sich nur auf spezifische Typen der Sequenzvarianten oder nur auf einzelne
Gene.
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In zu dieser Doktorarbeit konnte die Mehrzahl der identifizierten Sequenzvarianten der ACMG-
Klasse 3, 4 oder 5 den missense-Sequenzvarianten zugeordnet werden (48,1 %), gefolgt von
frame-shift-Sequenzvarianten (19,8 %) und von jeweils 10,4 % nonsense- und synonymen-
Sequenzvarianten. Es wurden weiterhin splicing- bzw. potentielle splicing-Sequenzvarianten (8,5
%) nachgewiesen, grofRRe Deletionen (1,9 %) detektiert und in-frame-Deletionen (0,9 %)
identifiziert. Die Mehrzahl der missense-Sequenzvarianten entsprach der ACMG-Klasse 3 (94,1 %)
und nur 5,9 % der ACMG-Klasse 4 oder 5. Alle synonymen-Sequenzvarianten und die Mehrzahl
der potentiellen splicing-Sequenzvarianten (66,7 %) wurden als ACMG-Klasse 3 eingestuft. Alle
frame-shift und groRen Deletionen sowie mehr als die Halfte der nonsense-Mutationen (54,5 %)
wurden als Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 eingestuft. Castéra et al. (2014) und Cybulski et
al. (2015a) berichteten nur Uber trunkierende- und splicing-Mutationen als Mutationen der
ACMG-Klasse 4 oder 5 in den jeweiligen untersuchten Kohorten. Lincoln et al. (2015)
identifizierten in der untersuchten Kohorte mit den wahrscheinlich pathogenen und pathogenen
Mutationen folgende Typen von Mutationen: 52,3 % kleine Indels (kleine Insertionen und
Deletionen), 34,2 % Punktmutationen, 8,4 % Kopienzahlvarianten, 3,5 % groRe Indels (grofe
Insertionen und Deletionen) und 1,5 % komplexe Verdnderungen. Mannan et al. (2016) konnten
in den BRCA1- und BRCA2-Genen frame-shift-Mutationen, eine groRe Deletion, nonsense- und
splicing- Mutationen identifizieren, jedoch keine missense-Mutation nachweisen. In den
restlichen analysierten Genen wurden jeweils zwei missense- und splicing-Mutationen sowie
jeweils flinf nonsense- und frame-shift-Mutationen identifiziert.

Die Verteilung der Typen der Sequenzvarianten in dieser Dissertation spiegelt die Ergebnisse der
bereits publizierten Daten von Cybulski et al. (2015a), Castéra et al (2014), Lincoln et al. (2015)
und Mannan et al. (2016) wider.

Von insgesamt 51 der identifizierten missense-Sequenzvarianten in der untersuchten Kohorte
dieser Dissertation wurden nur acht in den BRCA1 und BRCA2 Genen detektiert. Insgesamt
wurden nur drei der identifizierten missense-equenzvarianten als wahrscheinlich pathogene bzw.
pathogene Mutationen bewertet. Jeweils eine Mutation der ACMG-Klasse 5 wurde in den Genen
BRCA1 und BRCAZ2 identifiziert sowie eine Mutation der ACMG-Klasse 4 im CHEK2-Gen. Von 21
nachgewiesenen pathogenen frame-shift-Mutationen wurden 14 Mutationen (66,7 %) in den
Genen BRCAI1 und BRCA2 identifiziert und die restlichen sieben Mutationen (33,3 %) in den
anderen acht Core-Genen detektiert.

Sowohl an den Daten aus dieser Doktorarbeit als auch an den Daten aus anderen Studien ist
erkennbar, dass sich die Sequenzvarianten mit wahrscheinlich pathogenem oder pathogenem
Charakter eher als trunkierende Mutationen darstellen. Jedoch muss dieser Trend kritisch
betrachtet werden, da die identifizierten missense-Mutationen in den nicht BRCA1/2-Core-Genen
oftmals weniger zuverldssig beurteilt und dementsprechend klassifiziert werden konnen.
Aufgrund der fehlenden Datenlage zum genauen Einfluss dieser Gene und deren missense-
Varianten auf die Entstehung des Mamma- und Ovarialkarzinoms auf der einen Seite und
fehlender strukturierter Untersuchungen groRerer Patienten-Kohorten auf der anderen Seite
werden diese Sequenzvarianten daher haufig als VUS eingestuft.

4.2.4 Tumortypen und Rezeptorstatus der Mammakarzinome

In den bereits publizierten Studien wurden nur vereinzelt Ergebnisse zur Assoziation der
histologischen Tumortypen der Mamakarzinome und des Rezeptorstatus im Gewebe des
Mammakarzinoms mit den identifizierten Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5
berichtet.

In der in dieser Dissertation analysierten Kohorte wurde bei 21 Patienten (20,0 %) mit einem
invasiv duktalen Mammakarzinom, bei vier Patienten (25,0 %) mit einem invasiv lobuldren
Mammakarzinom, bei drei Patienten (9,7 %) mit einem DCIS und bei keinem der Patienten mit
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einem medullaren Mammakarzinom eine wahrscheinlich pathogene oder pathogene Mutation in
einem der 10 Core-Genen identifiziert. Bei Patienten mit der Diagnose eines invasiven
Mammakarzinoms, insbesondere eines invasiv duktalen Mammakarzinoms, lag die Detektionsrate
der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den 10 Core-Genen am hochsten (42,9 %)
und war statistisch signifikant.

In dieser Arbeit konnte eine Assoziation der identifizierten Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4
oder 5 in einem der 10 Core-Gene mit der Expression des ERa und des PR im Tumorgewebe
aufgezeigt werden. Bei einem exprimierten ERa oder einem exprimierten PR im Mammakarzinom
wurde eine signifikant héhere Detektionsrate (p < 0,01 bzw. p = 0,01) der Sequenzvarianten der
ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den nicht BRCA1/2-Core-Genen verzeichnet als in den Genen BRCA1
und BRCA2 sowie in Mammakarzinomen ohne nachgewiesene Expression des ERa oder des PR. In
der genomischen DNA aus Lymphozyten von Patienten mit Mammakarzinomen ohne Expression
des ERa und des PR wurden im BRCAI-Gen signifikant hohere Detektionsraten der Mutationen
der ACMG-Klasse 4 oder 5 identifiziert als in den anderen neun Core-Genen. Wenn der ERa oder
der PR im Mammakarzinom exprimiert vorlag, war die Wahrscheinlichkeit erhoht eine
Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den anderen neun nicht BRCA1-Core-Genen zu
detektieren. In der Studie von Maxwell et al. (2015) wiesen 147 von 214 Patienten (69,0 %) ein
invasives Mammakarzinom mit einer Expression des ERa im Tumor auf. Bei 19 dieser Patienten
(12,9 %) wurde eine pathogene Mutation identifiziert. Insgesamt waren in der Studie von Maxwell
et al. (2015) 49 Patienten (22,9 %) mit einem invasiven Mammakarzinom und einem im Tumor
Uberexprimiertem ERBB2-Rezeptor eingeschlossen. Bei sieben dieser Patienten (14,3 %) konnte
eine pathogene Mutation nachgewiesen werden. In der Studie des Deutschen Konsortiums
Familidrer Brust- und Eierstockkrebs von Hauke et al. (2018) zeigten 2.355 der untersuchten
Mammakarzinome eine Expression des ERa (75,7 %), 2.188 der Mammakarzinome eine
Expression des PR (70,5 %) und 657 der Mammakarzinome eine Uberexpression des ERBB2-
Rezeptors (21,7 %). Bei 7,3 % der Patienten mit exprimiertem ERa im Mammakarzinom, bei 7,1 %
der Patienten mit exprimiertem PR und bei 7,9 % der Patienten mit Gberexprimiertem ERBB2-
Rezeptor wurde eine Mutation der ACMG-Klasse 4 oder 5 in einem der acht nicht BRCA1/BRCA2-
Core-Gene detektiert.

Bei 50 % der Patienten mit triple-negativen Mammakarzinomen (kein Nachweis der Expression
des ERa, des PR und ohne Uberexpression des ERBB2-Rezeptors im Tumorgewebe) wurde in
dieser Dissertation eine Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 identifiziert. Weiterhin
wurden insgesamt 13 Mutationen (40,6 %) der ACMG-Klasse 5 und keine Mutation der ACMG-
Klasse 4 detektiert. Die nachgewiesene Mutationsrate in triple-negativen Mammakarzinomen
entspricht einer statistisch signifikanten Detektionsrate im Vergleich zu Patienten ohne ein
diagnostiziertes triple-negatives Mammakarzinom (p = 0,001). Zehn dieser pathogenen
Mutationen (75,0 %) wurden im BRCA1-Gen identifiziert und jeweils eine Mutation wurde in den
Genen BRCA2, ATM und PALB2 detektiert. Somit konnte eine Detektionsrate von 34,4 % aller
identifizierten pathogenen Mutationen in den Genen BRCA1 und BRCA2 bei Patienten mit triple-
negativen Mammakarzinomen verzeichnet werden. Die triple-negativen Mammakarzinome
werden allgemein in etwa 11 % - 24 % aller diagnostizierten Mammamakarzinome nachgewiesen
(Dent et al. 2007; Foulkes et al. 2010; Stevens et al. 2013; Hahnen et al. 2017a). In dieser
Doktorarbeit wurde bei 18,5 % der an einem Mammakarzinom erkrankten Patienten ein triple-
negatives Mammakarzinom diagnostiziert, was somit den publizierten Daten entspricht. Die vom
Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs generierten Daten mit 16.979 an
einem Mammakarzinom erkrankten Indexpatienten zeigten ein triple-negatives Mammakarzinom
in 21,6 % der Falle (Hahnen et al. 20174, s. Tab. 4.3). Couch et al. (2015) zeigten in 12,2 % der
Patienten mit einem triple-negativen Mammakarzinom und positiver Familienamanese eine
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pathogene Mutation (s. Tab. 4.3). Die Detektionsraten in dieser Dissertation geben die
Detektionsraten der bereits publizierten Studien wieder. Somit konnte gezeigt werden, dass bei
triple-negativen Mammakarzinomen vor allem Mutationen im BRCA1-Gen zu erwarten sind. Bei
Patienten mit triple-negativen Mammakarzinomen wurde in der Studie von Hauke et al. (2018)
eine Detektionsrate von Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in einem der acht nicht BRCA1/2-
Core-Gene von 4,2 % verzeichnet (s. Tab. 4.3).

Tabelle 4.3: Detektionsraten der Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 bei Patienten mit triple-negativen
Mammakarzinomen

Triple-negative Mammakarzinome

Detektionsrate der Mutationen der Diese Arbeit Couch etal. | Hahnen et al. Hauke et al.
ACMG-Klasse 4 oder 5 (2015) (2017a) (2018)
Allgemeine Detektionsrate in % 40,6 12,2 39,0 4,2
BRCA1: 31,3 BRCA1:34,2 | Acht nicht
: BRCA1/2-
Einzelne Gene in % BRCA2:3,1 BRCA1/2: /
12,2 BRCA2: 4,8 Core-Gene:
ATM, PALB2: 6,3 4,2

Die Detektionsrate von 7,1 % der Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 war hoher bei Patienten
mit mindestens einem exprimierten Rezeptor im Tumorgewebe des Mammakarzinoms. Wenn
andere (nicht BRCA1- und BRCA2-Gene) mit dem Mammakarzinom assoziierte Gene betrachtet
werden, wurde fir Mutationen in den Genen PALB2 und FANCM eine Assoziation mit einem
triple-negativen Mammakarzinom aufgezeigt (Kiiski et al. 2014; Cybulski et al. 2015b). Die
Patientenkohorte mit triple-negativen Mammakarzinomen in der vorliegenden Dissertation ist
jedoch nicht umfassend genug um reprasentative Detektionsraten fir andere Core-Gene
generieren zu kénnen. Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte jedoch nur eine Mutation der
ACMG-Klasse 5 im PALB2-Gen bei einem Pateinten mit triple-negativen Mammakarzinom
identifiziert werden.

Die bereits publizierten Daten wiesen auf eine Assoziation der diagnostizierten triple-negativen
Mammakarzinome zu einem erniedrigten Erkrankungalter der Patienten hin im Vergleich zu
Patienten mit einem anderen Rezeptorstatus des Mammakarzinoms (Sharma et al. 2014; Couch et
al. 2015). Ebenso zeigen die Daten aus dieser Dissertation, dass Patienten mit einem vorliegenden
triple-negativen Mammakarzinom mit einem niedrigeren mittleren Erkrankungsalter von 41,8
Jahren diagnostiziert wurden. Im Vergleich dazu waren die Patienten mit einem anderen
Rezeptorstatus des Mammakrzinoms mit einem mittleren Alter von 47,8 Jahren erkrankt. Das
niedrigste Erkrankungsalter wiesen Patienen mit einem triple-negativen Mammakarzinom und
einer identifizierten pathogenen Mutation der ACMG-Klasse 5 in einem der 10 Core-Gene auf.

Bei etwa 9 % - 18 % der nicht selektieren Patienten mit triple-negativen Mammakarzinomen und
bei bis zu 40 % der Patienten mit friih aufgetretendem Mammakarzinom bzw. einer familidren
Form des Mammakarzinoms werden Keimbahnmutationen in den Genen BRCA1 und BRCA2
identifiziert. Es wurde gezeigt, dass Trager einer BRCAI- oder BRCA2-Mutation besser auf die
Therapie mit Medikamenten, die die DNA-Reparaturmechanisem beeinflussen, ansprechen,
inklusive PARP-Inhibitoren. Somit kann der Mutationsstatus bei Patienten mit den triple-
negativen Mammakarzinomen als ein Biomarker fiir die Antwort auf die Therapie angesehen
werden (Hahnen et al. 2017b). In einer Studie mit neoadjuvanter Therapie mittels Cisplatin wurde
bei 61 % der Patienten mit einem triple-negativen Mammakarzinom und einer BRCA1-
Keimbahnmutation eine pathologische Komplettremission (keine Tumorresiduen im
Mammagewebe sowie in den Lymphknoten) gezeigt (Byrski et al. 2014). Eine weitere Studie von
Hahnen et al. (2017b) zeigte, dass Frauen mit triple-negativen Mammakarzinomen und einer
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Mutation im BRCAI-Gen oder im BRCA2-Gen eine bessere pathologische Komplettremission
(ypTO/is und ypNO) nach einer neoadjuvanten Chemotherapie mit Anthracyclinen, Taxanen und
Bevacizumab aufweisen als Frauen ohne eine Mutation in einem dieser zwei Gene (66,7 % vs. 36,4
%).

Die hier erhobenen Assoziationen sollten jedoch mit Vorsicht betrachtet werden. Die Patienten-
Kohorte der Studie dieser Dissertation ist wegen ihrer GroRe nicht als reprasentativ genligend zu
betrachten, um die identifizierten Assoziationen auf die allgemeine Bevoélkerung lbertragen zu
konnen. Aufgrund fehlender systematischer Daten bei anderen groBen Studien zu den
Assoziationen der nicht BRCA1/2-Gene mit dem histologischen Subtyp sowie dem Rezeptorstatus
der Mammakarzinome ist ein direkter Vergleich daher nur begrenzt moglich.

4.2.5 Weitere Tumorerkrankungen in den Familien

Bei vielen Familien der untersuchten Indexpatienten und bei den Indexpatienten selbst mit
Verdacht auf ein hereditires Mamma- und Ovarialkarzinom zeigte die Anamnese neben dem
Mamma- und Ovarialkarzinom ein breites Spektrum an zusatzlichen Tumorerkrankungen.

In dieser Arbeit waren 183 Patienten (91,5 %) an einem Mamma- oder Ovarialkarzinom erkrankt.
11,0 % der untersuchten Patienten erkrankten an einem beidseitigen Mammakarzinom. Eine
Patientin (0,5 %) war an einem Mamma- und einem kolorektalen Karzinom erkrankt (s. Tab. 4.4).
In den Studien von LaDuca et al. (2014), Desmond et al. (2015) und Lincoln et al. (2015) wurden
ebenfalls weitere Tumorerkrankungen, auBer dem Mamma- und Ovarialkarzinom, bei den
Indexpatienten ermittelt (s. Tab. 4.4).

Tabelle 4.4: Weitere Tumorerkrankungen bei Indexpatienten (auBer Mammakarzinomen und
Ovarialkarzinomen)

Weitere Tumorerkrankungen . . LaDuca et al. Desmond et al. Lincoln et al.
i ) Diese Arbeit
bei Indexpatienten in % (2014) (2015) (2015)
(1)

(auBer MCa und OvCa) in% in% in %
Endometriumkarzinom 0 8,5 1,8 1,6
Kolorektales Karzinom 0,5 1,7 6,0 1,2

Pankreaskarzinom 0 0,7 0,3 1,3

MCa = Mammakarzinom; OvCa = Ovarialkarzinom.

Neben den Mamma- und Ovarialkarzinomen konnten in 102 Familien (51,0 %) dieser Dissertation
noch weitere Tumorerkrankungen diagnostiziert werden, am haufigsten wurde ein kolorektales
Karzinom (52,3 %) beobachtet, gefolgt vom Prostatakarzinom in 24,5 % der Félle und an dritter
Stelle wurde in jeweils 15,7 % der Falle ein Magen- und Pankreaskarzinom nachgewiesen. Kwong
et al. (2016) berichteten in den Familien mit Verdacht auf ein hereditires Mamma- und
Ovarialkarzinom bei 691 von 948 Patienten (73,0 %) von weiteren (auBer Mamma- und
Ovarialkarzinomen) Tumorerkrankungen. Diese Daten zeigen, dass das Tumorspektrum bei
Verdacht auf ein hereditdires Mamma- und Ovarialkarzinomsyndrom nicht nur die klassischen
bereits bekannten Tumorerkrankungen enthidlt, sondern eventuell auf weitere
Tumorerkrankungen ausgeweitet werden sollte. Eine Assoziation von Mutationen in den BRCA-
Genen mit dem Auftreten eines Prostata- und Pankreaskarzinoms war bereits aus einer frilheren
Studie bekannt (Meindl et al. 2015). Ebenso war bei dem Nachweis von Mutationen in den Genen
CDH1, CHEK2, PALB2 und TP53 eine Assoziation mit weiteren Tumorerkrankungen beschrieben
worden (Oliveira et al. 2013; Jones et al. 2009; Slater et al. 2010; Tischkowitz et al. 2009; Valdez et
al. 2017).

Um genaue Tumorspektren definieren zu koénnen, sind weitere Analysen, wie z. B.
Segregationsanalysen der identifizierten Mutationen bei Familienmitgliedern mit anderen (nicht
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Mamma- und Ovarialkarzinom) Tumorerkrankungen notwendig. Somit konnte spezifiziert
werden, ob die in den Familien diagnostizierten weiteren Tumorerkrankungen mit der fiir ein
hereditdires Mamma- und Ovarialkarzinom ursachlichen Mutation assoziiert sind. Es muss
ebenfalls in Betracht gezogen werden, dass die zusatzlichen identifizierten Tumorerkrankungen in
den Familien dieser Kohorte einen anderen Ursprung haben konnten. Eine systematische
Segregationsanalyse wurde hier nicht vorgenommen. Dies war aus geographischen Griinden,
nicht greifbaren Patienten, arztlicher Schweigepflicht und bereits vieler verstorbener Patienten
systematisch nicht realisierbar.

4.3 Vergleich der Detektionsraten der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse
3, 4 oder 5 der NGS-Technologie mit der  Sanger-
Sequenzierungstechnologie

Bevor die NGS-Technologie im Institut flir Humangenetik der UMG im Jahre 2015 eingefiihrt
wurde, wurde den Patienten mit den erfillten Kriterien fir eine molekulargenetische Analyse
(definiert vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs) bei Verdacht auf ein
hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom eine Sequenzierungsanalyse der Gene BRCA1 und
BRCA2 mittels Sanger-Technologie angeboten.

Um zu vergleichen, ob sich die Detektionsraten der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder
5 der NGS- und der Sanger-Sequenzierungstechnologie fiir die Gene BRCA1 und BRCA2
unterscheiden und ob sich die Detektionsraten der Core-Gene im Vergleich zu den
Detektionsraten in den Genen BRCA1 und BRCAZ2 verbessert haben, wurden die Detektionsraten
aller 200 Patienten dieser Dissertation mit den Detektionsraten der retrospektiven Patienten, die
mittels Sanger-Sequenzierungstechnologie analysiert wurden, verglichen. Es wurden 124
retrospektive Patienten ausgewadhlt, bei denen die Gene BRCA1 und BRCA2 mittels Sanger-
Sequenzierung von Januar bis Dezember 2014 im Institut fir Humangenetik der UMG
(Auswertung der Gene BRCA1 und BRCAZ2 mittels Sanger-Sequenzierung durch Prof. Dr. I. Adham)
analysiert wurden.

Die Detektionsrate der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 der Sanger-Sequenzierung
der analysierten Gene BRCA1 und BRCA2 wurde mit der Detektionsrate dieser zwei Gene mittels
NGS-Technologie verglichen.

Es konnte keine statistisch signifikante Differenz zwischen den Detektionsraten der
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 (p = 0,12; s. Tab. 4.5) oder den Mutationen der
ACMG-Klasse 4 oder 5 (p = 0,49; s. Tab. 4.6) der Sanger- bzw. der NGS-Technologie fiir die BRCA1-
und BRCA2-Gene festgestellt werden. Die Detektionsrate der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse
3, 4 oder 5 in den Genen BRCA1 und BRCA2 mittels Sanger-Sequenzierung betrug 25,0 % (s. Tab.
4.5) und die Detektionsrate der Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den o. g. zwei Genen lag
bei 14,0 % (s. Tab. 4.6). Die Detektionsrate der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in
den Genen BRCA1 und BRCA2 mittels der NGS-Technologie betrug 17,5 % (s. Tab. 4.5) und die
Detektionsrate der Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den o. g. zwei Genen lag bei 11,0 %
(s. Tab. 4.6).

Tabelle 4.5: Detektionsraten der identifizierten Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den
Genen BRCA1 und BRCA2 mittels Sanger-Sequenzierung und NGS-Technologie

Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 Sanger-Sequenzierung NGS
in den Genen BRCA1 oder BRCA2 Anzahl (%) Anzahl (%)
vorhanden 31 (25,0) 35(17,5)
nicht vorhanden 93 (75,0) 165 (82,5)
p-Wert (Exakter Fisher-Test) p=0,12
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Tabelle 4.6: Detektionsraten der Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den Genen BRCA1 und BRCA2
mittels Sanger-Sequenzierung und NGS-Technologie

Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 Sanger-Sequenzierung NGS
in den Genen BRCA1 oder BRCA2 Anzahl (%) Anzahl (%)
vorhanden 17 (14,0) 22 (11,0)
nicht vorhanden 107 (86,0) 178 (89,0)
p-Wert (Exakter Fisher-Test) p =0,49

Weiterhin wurden die Detektionsraten der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 aller
untersuchten 10 Core-Gene der NGS-Technologie mit den Detektionsraten der untersuchten Gene
BRCA1 und BRCA2 mittels Sanger-Sequenzierung miteinander verglichen.

Mittels Sanger-Sequenzierung wurden insgesamt 31 Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder
5 bei 31 Patienten (25,0 %) in den Genen BRCA1 und BRCA2 identifiziert (d. h. eine
Sequenzvariante pro Patient). Mit Hilfe der NGS-Technologie wurden bei insgesamt 88 Patienten
(44,0 %) Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den 10 Core-Genen identifiziert. Diese
Detektionsraten unterscheiden sich statistisch signifikant (p < 0,01) (s. Tab. 4.7).

Tabelle 4.7: Detektionsraten der identifizierten Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 pro
Patient mittels Sanger-Sequenzierung und NGS-Technologie

. Sanger-Sequenzierung NGS
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5
] BRCA1 und BRCA2 10 Core-Gene
in den untersuchten Genen
Anzahl (%) Anzahl (%)
vorhanden 31 (25,0) 88 (44,0)

nicht vorhanden 93 (75,0) 112 (56,0)

p-Wert (Exakter Fisher-Test) p<0,01

Es wurden insgesamt 17 Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 mittels Sanger-Sequenzierung bei
17 Patienten (14,0 %) in den Genen BRCA1 und BRCA2 nachgewiesen (d. h. eine Mutation pro
Patient). Mittels NGS-Technologie wurden in allen 10 Core-Genen 35 Mutationen der ACMG-
Klasse 4 oder 5 bei insgesamt 35 Patienten (18,0 %) (d. h. eine Mutation pro Patient) identifiziert.
Diese Detektionsraten unterscheiden sich statistisch nicht signifikant (p = 0,44) (s. Tab. 4.8).

Tabelle 4.8: Vergleich der Detektionsraten der identifizierten Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 pro
Patient mittels Sanger-Sequenzierung und NGS-Technologie

. Sanger-Sequenzierung NGS
Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5
. BRCA1 und BRCA2 10 Core-Gene
in den untersuchten Genen
Anzahl (%) Anzahl (%)
vorhanden 17 (14,0) 35 (18,0)

nicht vorhanden 107 (86,0) 165 (82,0)

p-Wert (Exakter Fisher-Test) p=0,44

Aus den vorliegenden Ergebnissen wird einerseits deutlich, dass die Detektionsrate der
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5, falls 10 Core-Gene parallel analysiert wurden,
statistisch signifikant erhoht ist im Vergleich zur alleinigen Analyse der Gene BRCA1 und BRCA2
mittels der Sanger-Sequenzierungsmethode. Andererseits wird ebenfalls deutlich, dass mit der
Untersuchung einer erhohten Genanzahl die Detektionsrate der Sequenzvarianten der ACMG-
Klasse 3 (VUS) statistisch signifikant ansteigt. Die Methode der gewahlten Analyse selbst (Sanger-
Sequenztechnologie vs. NGS) spielte in diesem Fall eine weniger signifikante Rolle, da alle
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5, die mittels NGS identifiziert wurden, ebenfalls mit
Hilfe der Sanger-Sequenzierung nachgewiesen werden konnten.
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Weiterhin unterscheiden sich die beiden o. g. Sequenzierungstechnologien im laboratorischen
Handling, dem Zeitaufwand der Sequenzierung sowie der Kostenintensivitat. Die Sanger-
Sequenzierung der BRCA1- und BRCA2-Gene (vom Vorliegen der DNA bis zum Einladen der
Sequenzen in das Auswerteprogramm SegPilot) nahm fiir finf Patienten etwa zwei Wochen in
Anpruch. Im Gegensatz dazu lag die Zeitspanne der NGS-Methode (TruRisk™) fiir 16 Patienten bei
nur einer Woche (vom Vorliegen der DNA bis zum Einladen der Sequenzen in das
Auswerteprogramm SegNext). Die Sequenzierung der 10 Core-Gene per Sanger-Sequenzierung
stellt sich somit wesentlich zeitaufwandiger und kostenintensiver dar als die Sequenzierung mit
Hilfe der NGS-Methode. Anderseits waren auch alle mittels NGS-Technologie identifizierten
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 auch mittels Sanger-Technologie reproduzierbar.
Es stellt sich die Frage, ob der Aufwand der Nachsequenzierung mittels NGS-Methode
identifizierter Sequenzvarianten gerechtfertigt ist. Wir postulieren daher, dass die Sanger-
Sequenzierung nicht mehr als Goldstandard der Sequenzierung angesehen werden sollte.

4.4 Beurteilungen der Sanger-Technologie und der Next-Generation-
Sequencing (NGS)

Mit der Sanger-Technologie konnte nur eine begrenzte Anzahl der Gene mit einem grofRen Zeit-
und Kostenaufwand analysiert werden, sodass eine moglichst genaue Verdachtdiagnose noétig
war. Die Analyse der Gene erfolgte stufenweise entweder nach den bekannten Frequenzen der
identifizierten Sequenzvarianten fiir ein bestimmtes Krankheitsbild oder wenn mdoglich nach der
genauen klinischen Differenzierung der Symptome.

Mit Anwendung der Next-Generation-Sequencing (NGS) ist es moglich multiple Gene bei
verschiedenen Indikationen und mehrere Patientenproben parallel zu analysieren. Somit kdnnen
neben den Hauptgenen fiir eine bestimmte Erkrankung noch weitere mit der Erkrankung
assoziierte Gene analysiert werden. Es konnen Multi-Gen-Panels mit einer Vielzahl von Genen,
meistens bezogen auf ein Krankheitsbild, sowie die entsprechenden Differentialdiagnosen (Multi-
Gen-Panel; kodierende Bereiche sowie Exon-Intron Grenzen der auf dem Panel liegenden Gene),
ganze Exome (Whole-Exome-Sequencing; WES; alle kodierende Bereiche sowie Exon-Intron
Grenzen des menschlichen Genoms) bzw. das gesamte menschliche Genom (Whole-Genome-
Sequencing; WGS) analysiert werden. Mit der WGS-Methode ist die Entdeckung neuer Gene bzw.
neuer Sequenzvarianten in den tiefen intronischen Regionen oder in Promotor- sowie
regulatorischen Bereichen der Gene moglich (Tucker et al. 2009).

Mit den o. g. NGS-Methoden kann somit bei einem Patienten eine Vielzahl von Sequenzvarianten
in verschiedenen Genen identifiziert werden. Viele dieser Sequenzvarianten kdnnen jedoch nach
dem heutigen Wissensstand nicht eindeutig klassifiziert werden, da die entsprechenden
Informationen zu den Genotyp-Phanotyp-Assoziationen fehlen. Weiterhin werden vermutlich
pathogene Mutationen in Genen identifiziert, die bis dato nicht einem bestimmten Krankheitsbild
zugeordnet waren (Johansen Taber et al. 2014). Es steht zweifellos ausser Frage, dass die NGS-
Technologie die Diagnosestellung und das Management der Patienten verbessern kann. Dennoch
bestehen heutzutage noch viele Herausforderungen bei der Interpretation und der Speicherung
der immensen NGS-Daten sowie der Standardisierung fiir die Anwendung einzelner Technologien
und der Kommunikation der Ergebnisse mit den Patienten (Johansen Taber et al. 2014).

4.5 Multi-Gen-Panel-Analysen (NGS) bei Patienten mit Verdacht auf ein
hereditares Mamma- und Ovarialkarzinom

Vor der Einfihrung der NGS-Technologie wurden den Patienten mit Verdacht auf ein hereditéres
Mamma- und Ovarialkarzinom und den erfiillten Kriterien vom Deutschen Konsortium Familidrer
Brust- und Eierstockkrebs eine molekulargenetische Analyse der BRCA1- und BRCA2-Gene mittels
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der Sanger-Technologie angeboten. Bei Frauen mit einem diagnostizierten Ovarialkarzinom bzw.
wenn in der Familie zusatzlich ein Ovarialkarzinom nachgewiesen werden konnte, wurde
zusatzlich das RAD51C-Gen per Sanger-Technologie sequenziert. Nach der Einfiihrung der Multi-
Gen-Panel-Diagnostik (NGS) wurde das diagnostische Angebot auf die 10 Core-Gene erweitert.
Mit dieser Untersuchung konnte bei weiteren 2,2 % (Lincoln et al. 2015) bis 18,0 % (Castéra et al.
2014) der Patienten der hereditdre Ursprung des Mamma- und/oder Ovarialkarzinoms
bestatigt/identifiziert werden.

In multiplen publizierten Studien bei Verdacht auf ein hereditares Mamma- und Ovarialkarzinom
wurde mit dem Multi-Gen-Panel (NGS) eine zusatzliche Detektionsrate von etwa 3,9 % bis etwa
38,1 % der wahrscheinlich pathogenen und pathogenen Mutationen in den nicht BRCA1- und
BRCA2-Genen beobachtet (s. Tab. 4.2; Chong et al. 2014; Kurian et al. 2014; Cybulski et al. 2015a;
Thompson et al. 2016; Kwong et al. 2016). Es besteht daher die begriindete Hoffnung, dass mit
Hilfe der NGS-Technologie neue krankheitsverursachende Gene bzw. neue Assoziationen
zwischen bekannten Genen und neuen Tumorsyndromen entdeckt werden.

Neben den krankheitsverursachenden Mutationen wurde in den nicht BRCAI1- und BRCA2-Genen
hauptsachlich ein hoher Prozentsatz der VUS identifiziert. In dieser Doktorarbeit wurden 26,0 %
der VUS in den acht nicht BRCAI- und BRCA2-Genen detektiert. Solch hohe Detektionsraten der
VUS wurden ebenfalls in den Studien von LaDuca et al. (2014); Kurian et al. (2014); Tung et al.
(2015); Maxwell et al. (2015); Lincoln et al. (2015); Yablonski-Perez et al. (2016) und Hauke et al.
(2018) nachgewiesen. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die vorhandenen Datenbanken, die
Segregationsanalysen und die funktionellen Studien fiir die Klassifizierung der Sequenzvarianten
nicht im genligenden Umfang etabliert sind. Die Interpretation dieser Sequenzvarianten und die
Erlduterung dieser Informationen fir den Patienten/Ratsuchenden stellen die jetzigen
Problemfelder der modernen humangenetischen Beratung dar (Johansen Taber et al. 2014).

Bei der Mehrzahl der Patienten (in dieser Dissertation bei 82,0 % der Patienten) mit Verdacht auf
ein hereditares Mamma- und Ovarialkarzinom wurde mit der Analyse der 10 Core-Gene keine
wahrscheinlich pathogene bzw. pathogene Mutation identifiziert. In mehreren veréffentlichten
Studien mit Multi-Gen-Panel-(NGS)-Analysen wurden bei solchen Patienten jedoch in einigen
weiteren Genen krankheitsverursachende Mutationen nachgewiesen (Castéra et al. 2014, LaDuca
et al. 2014, Tung et al. 2015, Maxwell et al. 2015, Li et al. 2016, Buys et al. 2017, Crawford et al.
2017, Couch et al. 2017). Daraus ergibt sich die Uberlegung, ob das diagnostische Spektrum bzgl.
der Anzahl der Gene auf einem Multi-Gen-Panel nicht ausgeweitet werden sollte. In 51,0 % der
Familien mit Verdacht auf ein hereditdires Mamma- und Ovarialkarzinomen wurden in dieser
Dissertation zusatzlich zu den Mamma- und Ovarialkarzinomen weitere Tumorerkrankungen
beobachtet, und am haufigsten wurde dabei ein kolorektales Karzinom diagnostiziert. Zumindest
in solchen Familien mit zusatzlichen Tumorerkrankungen, z. B. bei der Diagnose eines
kolorektalen Karzinoms, sollte das diagnostische Angebot auf die sog. HNPCC-Gene (MLH1, MSH2,
MSH6 und PMS2) ausgeweitet werden, ohne dass die spezifischen Bethesda-Kriterien (Umar et al.
2004) fir eine HNPCC-Erkrankung erfillt sind. Auch in den Familien mit anderen Tumorsprektren
z. B. Leukdmien, Lymphome, Leber-, Blasen-, Nieren-, Hoden- und Endometriumkarzinome sowie
Hauttumore sollte das diagnostische Angebot entsprechend ausgeweitet werden.

Mit der Identifizierung weiterer krankheitsverursachender Mutationen in bestimmten Genen und
somit der Klarung der Ursache des Tumorleidens kdnnen moglicherweise weitere therapeutische,
vorsorgliche bzw. nachsorgliche Konsequenzen fiir den Patienten resultieren und somit die
allgemeine Patientenversorgung verbessert werden.

4.6 Falldiskussionen
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Multi-Gen-Panel-Analysen der 10 Core-Gene fiihrten
bei 35 Patienten zur Bestatigung der hereditaren Form des Tumorleidens. Bei weiteren 53
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Patienten wurden VUS (ACMG-Klasse 3) identifiziert. Vier dieser Mutationen bzw.
Sequenzvarianten und ein weiterer aus molekulargenetischer Sicht interessanter Fall werden im
Folgenden diskutiert.

4.6.1 Heterozygote Sequenzvariante ¢.346G>A im RAD51D-Gen (Indexpatientin
39784)

Bei der an einem Mammakarzinom erkrankten Indexpatientin 39784 wurde eine Sequenzvariante
im Exon 5 (c.346G>A, heterozygot; p.(Valllb6lle)) des RAD51D-Gens identifiziert. Diese
Sequenzvariante wird in der Datenbank des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust- und
Eierstockkrebs als Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3 gelistet. Diese Sequenzvariante wurde
noch nicht von der VUS-TaskForce des Deutschen Konsoritums beurteilt. In der Literatur wurde
sie bisher nicht beschrieben. Diese Variante liegt in der erweiterten Konsensussequenz der 3’-
Akzeptor-SpleiBstelle im Exon 5 des RAD51D-Gens (Cartegni et al. 2002), was auf eine mogliche
Beeintrachtigung des SpleiRvorgangs hindeutet. Die Vorhersageprogramme (MutationTaster und
PolyPhen-2) deuteten zusatzlich darauf hin, dass durch den stattgefundenen
Aminosaureaustausch zur funktionellen Beeintrachtigung des resultierenden Proteins kommen
kdnnte. Bei der funktionellen Abklarung der Sequenzvariante c.346G>A im RAD51D-Gen konnte
auf cDNA-Ebene eine Reduktion der RAD51D-Transkriptmenge durch diese Sequenzvariante
gezeigt werden. Diese Sequenzvariante im RAD51D-Gen fuhrt hochstwahrschlich zu einem
nonsense-mediated mRNA decay (Cartegni et al. 2002), welches auf einen wahrscheinlich
pathogenen Charakter hindeutet. Loveday et al. (2012) beschrieben eine weitere exonische
splicing-Mutation c.345G>C im RAD51D-Gen (betrifft die letzte Base im Exon 4 des Gens), die die
kanonische 5’-Donor-SpleiRstelle im Intron 4 beeinflusst und somit zu einem Exon-Skipping fuhrt.
Weiterhin haben Wappenschmidt et al. (2012) mittels in-silico-Pradiktionen bzgl. des Einflusses
von exonischen missense-Sequenzvarianten innerhalb einer Grenze von < 3 Nukleotide der der
direkten Intron/Exon-Grenze entfernt im BRCA1-Gen mit funktionellen in-vitro-mRNA-Analysen
verglichen. Diese Studie zeigte, dass allein drei von sechs untersuchten exonischen
Sequenzvarianten durch in-silico-Analysen falschlicherweise als funktionell nicht relevant erkannt
wurden. Daher sollten die Ergebnisse aus in-silico-Pradiktionsprogrammen mit Vorsicht behandelt
werden. So wurde die in dieser Dissertation identifizierte Sequenzvariante im RAD51D-Gen zwar
in-silico von drei Vorhersageprogrammen als krankheitsrelevant erkannt, jedoch von einem
Pradiktionsprogramm als nicht krankheitsverursachend eingestuft.

In dieser Dissertation wurden keine wahrscheinlich pathogenen bzw. pathogenen Mutationen im
RAD51D-Gen identifiziert, es wurden aber insgesamt sechs Varianten unklarer Signifikanz
nachgewiesen. Die von anderen Arbeitsgruppen durchgefiihrten Multi-Gen-Panel-Analysen (NGS)
zeigten eine sehr niedrige Detektionsrate von 0,1 % bis 0,5 % von Mutationen im RAD51D-Gen (s.
Tab. 4.2). In den Studien von Castéra et al. (2014), Lincoln et al. (2015), Tung et al. (2015),
Desmond et al. (2015), Schroeder et al. (2015) und Mannan et al. (2016) wurden keine
Mutationen im RAD51D-Gen bei Patienten mit Verdacht auf ein hereditires Mamma- und
Ovarialkarzinom beschrieben. In den publizierten Studien war bei einigen der verwendeten Multi-
Gen-Panels (NGS) bei Patienten mit Verdacht auf ein hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom
das RAD51D-Gen jedoch nicht inkludiert (LaDuca et al. 2014; Kurian et al. 2014; Cybulski et al.
2015a; Maxwell et al. 2015; Thompson et al. 2016; Kwong et al. 2016; Eliade et al. 2017).
Mutationen im RAD51D-Gen sind mit einem moderaten Risiko von unter 5,0 % bis zum 50.
Lebensjahr an einem Mammakarzinom zu erkranken, assoziiert. Das Risiko, bis zum 70.
Lebensjahr an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, wurde auf etwa 12 % geschéatzt (Deutsches
Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs 2017). Loveday et al. (2011) zeigten ein relatives
Risiko von 3,6-fach fiir ein Ovarialkarzinom bei Patienten mit einer pathogenen RAD51D-Mutation
und ein relatives Risiko von 1,32-fach fiir ein Mammakarzinom. Weitere Studien von Osher et al.
(2012), Thompson et al. (2013) und Janatova et al. (2015) bestatigten niedrige Detektionsraten
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(0,57 % bzw. 0,82 % bzw. 1,8 %) der Mutationen im RAD51D-Gen bei Patienten mit einem
diagnostizierten Ovarialkarzinom bzw. bei Patienten mit einem Ovarialkarzinom in der Familie. Bei
Patienten mit einem Mammakarzinom ohne Ovarialkarzinom bzw. ohne Ovarialkarzinom in der
Familienanamnese konnte in der Studie von Thompson et al. (2013) keine pathogene Mutation im
RAD51D-Gen detektiert werden.

Die Indexpatientin 39784 erkrankte mit 29 Jahren an einem Mammakarzinom. lhre Tante
mutterlicherseits erkrankte mit etwa 50 Jahren an einem Ovarialkarzinom. Anhand der
Familienanamnese und der Datenlage kdnnte die identifizierte Sequenzvariante im RAD51D-Gen
mit dem Karzinom der Patientin assoziiert sein. Diese Sequenzvariante wurde als eine
Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3 mit der klinischen Bewertung einer wahrscheinlich
pathogenen Mutation eingestuft.

Da eine falsche Einstufung dieser Sequenzvariante im RAD51D-Gen als pathogene Mutation
schwerwiegende Folgen fir die Indexpatientin haben kénnte und wir einen Einzelfall mit dieser
Sequenzvariante auf cDNA-Ebene abgeklart hatten, bleibt diese Sequenzvariante weiterhin als
Variante unklarer Signifikanz mit der Tendenz zu einer wahrscheinlich pathogenen Mutation
eingestuft.

Fir die Indexpatientin 39784 wurden mit dem Risikokalkulationsprogramm Cyrillic 2.13 das
Heterozygoten- und das Lebenszeitrisiko berechnet. Diese betragen 39,3 % bzw. 38,3 %. Somit
steht der Indexpatientin das intensivierte Friiherkennungs- und Nachsorgeprogramm (IFNP) bis
zum 50. Lebensjahr unabhangig vom Ergebnis der molekulargenetischen Analyse zur Verfliigung.
Falls die identifizierte Sequenzvariante im RAD51D-Gen in Zukunft in eine wahrscheinlich
pathogene Mutation reklassifiziert wird, koénnen der Indexpatientin zusatzlich eine
prophylaktische Ovariektomie ab dem 40. Lebensjahr und das IFNP bis zum 70. Lebensjahr
angeboten werden. Somit ergeben sich zurzeit keine Nachteile fir die Indexpatientin 39784,
selbst wenn die identifizierte Sequenzvariante momentan nicht in eine Mutation der ACMG-
Klasse 4 eingestuft werden konnte. Der Indexpatientin wurde empfohlen sich erneut in etwa zwei
bis drei Jahren an das Brustkrebszentrum der UMG zu wenden, um sich Gber neue Erkenntnisse
zu dieser Sequenzvariante im RAD51D-Gen zu erkundigen. Eine Segregationsanalyse der
identifizierten Variante in RAD51D-Gen war nicht moglich, da alle an Tumoren erkrankten
Personen aus dieser Familie bereits verstorben waren. Eine pradiktive Untersuchung weiterer
Familienmitglieder auf die familiar bekannte Sequenzvariante im RAD51D-Gen eignet sich nach
der jetzigen Datenlage jedoch nicht.

4.6.2 Heterozygote wahrscheinlich pathogene Mutation c.6336C>A im ATM-Gen
(Indexpatientin 39037)

Bei der Indexpatientin 39037 wurde mit 50 Jahren ein Mammakarzinom diagnostiziert. Die
Patientin ist Tragerin einer wahrscheinlich pathogenen Keimbahnmutation der ACMG-Klasse 4
(c.6336C>A, heterozygot; p.(Cys2112*) im ATM-Gen. Diese Mutation wurde bisher weder in den
bekannten Datenbanken noch in der Literatur gelistet. Aufgrund des Typs dieser Mutation
(nonsense-Mutation), des nicht Vorhandenseins bei gesunden Kontrollen (ExAC-Datenbank) und
der teilweisen Segregation dieser Mutation mit dem Mammakarzinom in der Familie der
Indexpatientin 39037 wurde sie als eine wahrscheinlich pathogene Mutation der ACMG-Klasse 4
eingestuft.

Zwei Schwestern der Indexpatientin erkrankten ebenso an einem Mammakarzinom, d. h. eine
Schwester mit 54 Jahren und die andere Schwester mit 63 Jahren. Die mit 54 Jahren erkrankte
Schwester wies ebenso wie die Indexpatientin ein invasiv duktales Mammakarzinom auf. Bei der
mit 64 Jahren erkrankten Schwester wurde ein invasiv lobuldares Mammakarzinom diagnostiziert.
Bei der Segregationsanalyse der familidar bekannten Mutation im ATM-Gen konnte diese Mutation
ebenfalls bei der mit 54 Jahren erkrankten Schwester identifiziert werden. Allerdings konnte die
familidar bekannte Mutation im ATM-Gen bei der spater erkrankten Schwester (mit invasiv
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lobuldrem Mammakarzinom) nicht nachgewiesen werden. Zur weiteren Absicherung wurden
diese Ergebnisse an einer zweiten unabhangigen Blutprobe der jeweiligen Patientin bestatigt. Die
Mutation im ATM-Gen konnte bei einer weiteren nicht an einem Mammakarzinom erkrankten
Schwester identifiziert werden.

Die Pravalenz von ATM-Mutationen in der westlichen Allgemeinbevélkerung wurde auf 0,5 % - 1,0
% geschatzt (Renwick et al. 2006). Die Multi-Gen-Panel-Analysen (NGS) zeigten bei den Patienten
mit Verdacht auf ein hereditdires Mamma- und Ovarialkarzinom eine Detektionsrate der
pathogenen Mutationen im ATM-Gen von 0,1 % bis 15,2 % (s. Tab. 4.2; LaDuca et al. 2014; Kurian
et al. 2014; Cybulski et al. 2015a; Thompson et al. 2016).

Uber 80,0 % der identifizierten Mutationen im ATM-Gen fiihren zu einem vorzeitigen Stopp-
Codon bzw. beeinflussen den SpleiRvorgang (Ahmed und Rahman 2006). Biallelische Mutationen
im ATM-Gen verursachen die autosomal-rezessiv vererbte Ataxia-telangiectasia. Bei dieser
Erkrankung kdonnen eine zerebelldre Ataxie mit einer Kleinhirnatrophie, eine Athetose, Stérungen
der Augenbewegungen, ein Entwicklungsriickstand, ein Immundefekt, Teleangiektasien, eine
Hypersensibilitat auf ionisierende Bestrahlung, eine Krebspradisposition und eine Demenz
auftreten (Sandoval et al. 1999). Es wurde gezeigt, dass heterozygote Anlagetrdgerinnen fir ATM-
Mutationen ein etwas erhohtes relatives Risiko aufweisen, an einem Mammakarzinom zu
erkranken. Dies wurde auf 2,23 geschéatzt (Thompson et al. 2005). Mutationen im ATM-Gen sind
mit einem zweifach erhdhten Risiko fiir ein Mammakarzinom und einem Lebenszeitrisiko von 20,0
% - 40,0 % fiir ein Mammakarzinom assoziiert. Es sind nur begrenzte Daten zum altersabhangigen
Risiko unter dem 40. Lebensjahr vorhanden. Dieses wird auf < 10,0 % geschatzt. Es ist nicht
bekannt, ob Patienten mit einer Mutation im ATM-Gen ein erhohtes Risiko haben an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken. Ob Manner mit einer Mutation im ATM-Gen ein erhohtes Risiko
haben, an einem Mammakarzinom zu erkranken, ist ebenfalls nicht bekannt (Deutsches
Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs 2017).

In der Familie der Indexpatientin 39037 wurde gezeigt, dass auch innerhalb einer Familie sowohl
Patienten mit hereditdren als auch Patienten mit vermutlich sporadischen Mammakarzinomen
koexistieren kénnen. Bei der dlteren Schwester der Patientin 39037 kann von einem sporadischen
Mammakarzinom ausgegangen werden, da sie einen histologisch anderen Tumortyp entwickelt
hat und sie auch im héheren Alter erkrankt ist. Andererseits gehort das ATM-Gen zu den moderat
penetranten Genen, d. h. dass mit einem multifaktoriellen Geschehen das Auftreten von
Mammakarzinomen erklart werden kann. In solch einem Fall kann auch eine oligogene bzw.
polygene Vererbung vermutet werden.

Bei den molekulargenetisch pradiktiv untersuchten Familienmitgliedern der Indexpatientin 39037,
die im reproduktiven Alter sind, wurde jedem mit einer nachgewiesenen familidar bekannten
Mutation im ATM-Gen eine vollstindige Analyse des ATM-Gens aus Lymphozyten aus
genomischer DNA bei dem Partner angeboten. Nur somit kann das Risiko fiir gemeinsame Kinder
prazisiert werden, an einer Ataxia-telangiectasia zu erkranken. Wenn beide Partner heterozygote
Anlagetrager einer wahrscheinlich pathogenen bzw. pathogenen Mutation im ATM-Gen sind,
kann dem Paar eine Praimplantationsdiagnostik vor einer bestehenden Schwangerschaft bzw.
eine pranatale Diagnostik in einer bestehenden Schwangerschaft angeboten werden.

Den Anlagetrdagerinnen einer heterozygoten ATM-Mutation steht ein intensiviertes
Friherkennungs- und Nachsorgeprogramm (IFNP) ab dem Erkrankungsalter bzw. bei gesunden
Anlagetragerinnen ab dem 30. und bis zum 70. Lebensjahr zur Verfligung. Eine prophylaktische
Mastektomie oder eine prophylaktische Salpingo-Oophorektomie sind dagegen nicht indiziert
(Deutsches Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs 2017).

Bei einer negativen pradiktiven Testung auf eine familidar bekannte Mutation in einem moderat
penetranten Risikogen, wie z. B. dem ATM-Gen, ist eine Entlastung der Patientin nicht moglich. Es
wird vermutet, dass mindestens ein weiteres Gen fir die Tumorerkrankung mitverantwortlich
sein kann (polygener bzw. oligogener Erbgang). Bei den weiblichen Familienmitgliedern ohne die
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identifizierte familiar bekannte Mutation im ATM-Gen kénnen anhand der Familienanamnese das
Heterozygoten- und Lebenszeitrisiko mittels des Risikokalkulationsprogramms Cyrillic 2.13
berechnet werden. Wenn ein Heterozygotenrisiko von > 20 % bzw. ein Lebenszeitrisiko von > 30
% berechnet wird, kann der Person ohne identifizierte familiar bekannte Mutation ein
intensiviertes Friherkennungs- und Nachsorgeprogramm (IFNP) vom 30. bis zum 50. Lebensjahr
angeboten werden.

4.6.3 Heterozygote pathogene Mutation c.706-1G>A im RAD51C-Gen (Patientin
39769)

In der Familie der gesunden Patientin 39769 war kein Indexpatient flr eine molekulargenetische
Analyse verfligbar. Aufgrund des berechneten hohen Heterozygoten-Risikos von 34,8 %
(Risikokalkulationsprogramm Cyrillic 2.13) konnte der Patientin eine molekulargenetische
Untersuchung der 10 Core-Gene angeboten werden. Bei der Patientin 39769 wurde eine
pathogene Keimbahnmutation der ACMG-Klasse 5 (c.706-1G>A, heterozygot) im RAD51C-Gen
identifiziert. Diese Mutation wurde nur in der Datenbank des Deutschen Konsortiums Familiarer
Brust- und Eierstock als pathogen gelistet. In den Datenbanken HGMD und ClinVar ist nur an der
Position c.706-2A>G eine pathogene Mutation aufgefiihrt. Diese Mutation betrifft die identische
hochkonservierte 3’-Akzeptor-SpleiRstelle im Intron 4 des RAD51C-Gens wie die bei der Patientin
39769 identifizierte Mutation c.706-1G>A. Die Keimbahnmutation ¢.706-2A>G im RAD51C-Gen
wurde sowohl bei Patienten mit einer peritonealen Karzinose (Walsh et al. 2011), einem
Ovarialkarzinom sowie einer Patientin mit einem Mamma- und Ovarialkarzinom (Loveday et al.
2012; Breast Cancer Susceptibility Collaboration et al. 2012) als auch bei Patienten mit einem
Mammakarzinom, einem Tubenkarzinom und einem Melanom nachgewiesen (Susswein et al.
2016). Zusatzlich wurde die Mutation ¢.706-2A>G ebenfalls bei Patienten mit einem sporadischen
oropharingealen Karzinom (Scheckenbach et al. 2014) detektiert. Die funktionelle Analyse dieser
Sequenzvariante von Davy et al. (2017) mittles RNA-Seg-Analyse und gRT-PCR zeigte eine
Uberexpression von Exon 5 des RAD51C-Gens. In der Studie von Scheckenbach et al. (2014)
wurden bei 5,8 % der Patienten mit einem sporadischen Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-
Bereichs Keimbahnmutationen im RAD51C-Gen detektiert. Ob die in dieser Dissertation
identifizierte Mutation ¢.706-1G>A im RAD51C-Gen ebenfalls zu einem erhohten Risiko flr ein
Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs bzw. zu einem erhéhten Risiko flr ein Melanom
fihrt, ist aufgrund der geringen Datenlage zum jetzigen Zeitpunkt nicht beurteilbar.

Die Mutation ¢.706-1G>A im RAD51C-Gen segregiert in der Familie der Indexpatientin mit den
diagnostizierten Mammakarzinomen. Nach dem gegenwartigen Stand der Wissenschaft ist davon
auszugehen, dass die Mutation ¢.706-1G>A zu einer erhohten Neigung fiir Tumorerkrankungen
bei der Patientin 39769 und allen weiteren Tragerinnen dieser Mutation in der Familie flihren
kann.

Beim Screening auf Mutationen im RAD51C-Gen wurden diese in 1,3 % der BRCA1- und BRCA2-
negativen Familien mit einem Mamma- und/oder Ovarialkarzinom identifiziert (Meindl et al.
2010). In der Studie von Lu et al. (2012) von Familien mit Verdacht auf ein hereditares
Mammakarzinom wurde keine Mutation im RAD51C-Gen nachgewiesen. In der Studie von
Janatova et al. (2015) wurden Mutationen im RAD51C-Gen bei 1,2 % der Patienten mit einem
Ovarialkarzinom identifiziert. Jgnson et al. (2016) zeigten in den Familien mit Verdacht auf ein
hereditares Mamma- und Ovarialkarzinom bei 0,5 % Patienten eine Mutation im RAD51C-Gen.
Viele Multi-Gen-Panel-Untersuchungen (NGS) identifizierten in den Hochrisiko-Familien keine
Mutation im RAD51C-Gen (s. Tab. 4.2; Kurian et al. 2014). In anderen publizierten Studien wurden
zumindest niedrige Detektionsraten von 0,1 % bis 0,7 % fir Mutationen im RAD51C-Gen
aufgezeigt (s. Tab 4.2; LaDuca et al. 2014). In den Arbeiten zu dieser Dissertation wurde nur die
eine o. g. pathogene Mutation (Detektionsrate 0,5 %) im RAD51C-Gen identifiziert.
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Mutationen im RAD51C-Gen gehen mit einem moderaten Risiko von < 5,0 % einher bis zum 50.
Lebensjahr an einem Mammakarzinom zu erkranken. Flr das Ovarialkarzinom besteht ein
lebenslanges Risiko von etwa 12 % bis zum 70. Lebensjahr zu erkranken (Deutsches Konsortium
Familidrer Brust- und Eierstockkrebs 2017).

Der Patientin 39769 kann anhand dieses molekulargenetischen Ergebnisses vom 30. bis zum 70.
Lebensjahr ein intensiviertes Friherkennungs- und Nachsorgeprogramm (IFNP) angeboten
werden. Patienten mit Mutationen im RAD51C-Gen kann ebenfalls eine prophylaktische Salpingo-
Oophorektomie ab dem 40. Lebensjahr bzw. 5 Jahre vor dem friihesten Erkrankungsalter in der
Familie angeboten werden.

Bei einer identifizierten pathogenen Mutation im RAD51C-Gen in der Familie wurde fir weitere
volljahrige Familienmitglieder eine pradiktive molekulargenetische Untersuchung auf die familiar
bekannte Mutation im Rahmen einer humangenetischen Beratung empfohlen.

Bei Patienten mit Mutationen im RAD51C-Gen im reproduktiven Alter und einem bestehenden
Kinderwunsch sollte dem Partner eine vollstandige molekulargenetische Analyse des RAD51C-
Gens empfohlen werden. Somit kann das Risiko fiir gemeinsame Kinder mit einer autosomal-
rezessiven Fanconi-Andmie Typ O (Vaz et al. 2010) bestimmt werden. Wenn beide Partner
heterozygote Anlagetrdager einer wahrscheinlich pathogenen bzw. pathogenen Mutation im
RAD51C-Gen sind, kann dem Paar eine Praimplantationsdiagnostik vor einer bestehenden
Schwangerschaft bzw. eine pranatale Diagnostik in einer bestehenden Schwangerschaft
angeboten werden.

4.6.4 Heterozygote wahrscheinlich pathogene Mutation c.1587delT im CDH1-Gen
(Indexpatientin 39917)

Bei der Indexpatientin 39917 wurde histologisch ein teilweise duktales und ein partiell lobular
invasives Mammakarzinom diagnostiziert. Die molekulargenetische Diagnostik ergab bei ihr das
Vorliegen einer wahrscheinlich pathogenen Keimbahnmutation der ACMG-Klasse 4 (c.1587delT,
heterozygot; p.(Ala530Profs*27) im CDH1-Gen. Eine Segregationsanalyse wurde der Familie zwar
angeboten, aber nicht in Anspruch genommen. Nach dem gegenwartigen Stand der Wissenschaft
ist davon auszugehen, dass die Mutation c.1587delT zu einer erhéhten Neigung fir
Krebserkrankungen bei der Indexpatientin fihrt.

Mutationen im CDH1-Gen sind mit einem hohen Risiko fiir ein diffuses Magenkarzinom und
besonders fiir ein lobuldres Mammakarzinom (Lei et al. 2002) assoziiert. Das Lebenszeitrisiko fiir
das Auftreten eines Mammakarzinoms in Familien mit einem Mamma- und Magenkarzinom wird
flr Frauen mit ca. 40 % (Pharoah et al. 2001) bzw. 42,0 % (Hansford et al. 2015) angegeben. Das
kumulative Risiko an einem Magenkarzinom bis zum 80. Lebensjahr zu erkranken wird flr Frauen
mit 83,0 % (Pharoah et al. 2001) bzw. mit 56 % (Hansford et al. 2015) und fir Manner mit 67,0 %
(Pharoah et al. 2001) bzw. 70 % (Hansford et al. 2015) beziffert. In Familien mit einem Auftreten
von Mammakarzinomen ist das Risiko flir die Entwicklung eines Magenkarzinoms jedoch
unbekannt. Die Arbeitsgruppe von Benusiglio et al. (2013a) schlug sogar eine Umbennenung des
hereditdaren diffusen Magenkarzinoms in das hereditire diffuse Magen- und lobuladre
Mammakarzinom vor. Petridis et al. (2014) analysierten 50 Patientinnen mit einem
diagnostizierten bilateralen lobuldren Mammakarzinom auf Keimbahnmutationen im CDH1-Gen
hin. Bei 8 % der Patientinnen wurde eine heterozygote pathogene Loss-of-function-
Keimbahnmutation im CDHI1-Gen identifiziert. Die Studie zeigte eindeutig, dass
Keimbahnmutationen im CDHI-Gen fir ein bilaterales lobuldares Mammakarzinom vor dem 50.
Lebensjahr pradisponieren. In Familien mit Magenkarzinomen wurden bisher folgende
Altersabhangigkeiten fiir ein Mammakarzinom aufgezeichnet: 10,0 % bis zum 50. Lebensjahr, 20,0
% bis zum 60. Lebensjahr, 30,0 % bis zum 70. Lebensjahr und 40,0 % - 50,0 % bis zum 80.
Lebensjahr. Uber Erkrankungsrisiken fiir das Ovarialkarzinom liegen derzeit keine Daten vor
(Deutsches Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs 2017).
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In den Multi-Gen-Panel-Analysen (NGS) bei Verdacht auf ein hereditires Mamma- und
Ovarialkarzinom wurden pathogene Mutationen im CDHI1-Gen bei 0 % bis 0,5 % der Patienten
identifiziert (s. Tab. 4.2 und LaDuca et al. 2014; Kurian et al. 2014; Thompson et al. 2016).

Bei einem Neffen der Indexpatientin wurde eine Leukdmie im Kindesalter diagnostiziert. Genaue
Angaben zu der Erkrankung waren nicht bekannt. In den Studien von Ewerth et al. (2016) und von
Zhang et al. (2017) konnten zwar eine verminderte somatische Expression von CDH1 bei Patienten
mit einer sporadischen akuten myeloischen Leukdamie gezeigt werden. Ob jedoch eine Assoziation
zwischen Keimbahnmutationen im CDH1-Gen und dem Auftreten von Leukdmien existiert, ist bis
dato nicht analysiert worden.

In den Studien von Frebourg et al. 2006, Kluijt et al. 2012 und Benusiglio et al. 2013b zeigte sich
eine Segregation einer Lippen- bzw. Lippengaumenspalte mit dem hereditaren Magenkarzinom in
einigen Familien mit pathogenen CDH1-Mutationen. Die Studie von Vogelaar et al. (2013) an 81
Patienten mit nicht-syndromalen orofazialen Spalten zeigte bei 5 % dieser Patienten eine
wahrscheinlich pathogene Keimbahnmutation im CDH1-Gen. Die Studie von Brito et al. (2015)
analysierte 211 Patienten mit nicht-syndromalen orofazialen Spalten und stellte bei 2 % der
Betroffenen eine CDHI1-Keimbahnmutation fest. Brito et al. (2015) detektierten insgesamt 10
verschiedene CDHI1-Keimbahnmutationen in Patienten, die mit einer nicht-syndromalen
orofazialen Spalte beschrieben worden sind, wobei sechs dieser Mutationen mit einem
hereditdiren Magenkarzinom in der Familie segregierten. Die bei der Indexpatientin 39917
identifizierte Mutation zdhlt jedoch nicht zu den bekannten Mutationen welche mit orofazialen
Spalten assoziiert wurden. Weiterhin wurden CDHI-Keimbahnmutationen bei Patienten mit
einem Blepharo-cheilo-dontic-(BCD)-Syndrom Typ 1 (OMIM 119580) beschrieben. Dabei handelt
es sich um ein seltenes autosomal-dominant vererbtes Syndrom mit Malformationen der
Augenlider, Lippen-/Gaumenspalten und einer ektodermalen Dysplasie. Ghoumid et al. (2017)
analysierten 11 Patienten aus acht Familien mit der klinischen Diagnose des BCD-Syndroms und
identifizierten finf pathogene Keimbahnmutationen im CDH1-Gen. Eine weitere
Keimbahnmutation im CDH1-Gen wurde bei Patienten mit BCD-Syndrom von Nishi et al. (2016)
detektiert. Es wurde von den Autoren postuliert, dass eine beschleunigte Degradation von E-
Cadherin in den Zellen die molekulare Basis fir die Entstehung des BCD-Syndroms darstellt
(Ghoumid et al. 2017). Dieses Phanomen wurde ebenso als die molekulare Grundlage firr die
Entwicklung eines hereditaren Magenkarzinoms diskutiert. In der Familie der Indexpatientin
39917 waren Lippen-/Gaumenspalten Uber drei Generationen nicht bekannt. Auch die bei der
Indexpatientin 39917 identifizierte Mutation stimmt nicht mit den bisher beschriebenen
Mutationen Uberein, die bis dato bei den Betroffenen mit BCD-Syndrom beschrieben wurden.
Patienten mit Mutationen im CDH1-Gen kann vom 30. bis zum 70. Lebensjahr ein intensiviertes
Friherkennungs- und Nachsorgeprogramm (IFNP) angeboten werden.

Bezliglich der Empfehlungen zu operativen MaBnahmen sollte die spezifische familidre Situation
beriicksichtigt werden. In jedem Fall sind FriherkennungsmaRnahmen wie regelmaRige
Gastroskopien ab dem 20. Lebensjahr und ggf. eine prophylaktische Gastrektomie in Betracht zu
ziehen. Es stellt sich jedoch als extrem schwierig dar, die Risiken fir ein Mammakarzinom zu
ermitteln, wenn in der Familie hauptsachlich ein Magenkarzinom aufgetreten war. Umgekehrt gilt
dies fur eine Risikoermittlung des Magenkarzinoms, wenn in der Familie hauptsachlich ein
Mammakarzinom aufgetreten war (Deutsches Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs
2017).

Da die identifizierte Mutation im CDH1-Gen einem autosomal-dominanten Erbgang folgt, kann
allen volljahrigen Verwandten der Indexpatientin 39917 im Rahmen einer humangenetischen
Beratung eine pradiktive molekulargenetische Untersuchung auf die familidr bekannte Mutation
im CDH1-Gen angeboten werden.
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Der Indexpatientin 39917 mit der identifizierten Mutation im CDH1-Gen wurde das intensivierte
Friherkennungs- und Nachsorgeprogramm (IFNP) angeboten und regelméaRige Gastroskopien
empfohlen. Eine Gastrektomie kann ebenso erwogen werden.

4.6.5 GroBe genomische Deletion des MSH6-Gens (Indexpatient 39202)

Bei dem Indexpatienten 39022 wurde eine wahrscheinlich pathogene Keimbahnmutation der
ACMG-Klasse 4 (genomische Deletion mit einer Ausdehnung von 46,1 kb, heterozygot) im MSH6-
Gen identifiziert. Die exakte Mutation wurde bisher noch nicht in den Datenbanken (z. B.
Datenbank des Deutschen Konsortiums, HGMD® Professional 2016.4, Insight, ExAC) sowie in der
Literatur beschrieben.

Der Indexpatient 39202 wurde in der humangenetischen Sprechstunde mit Verdacht auf ein
Hereditares Nicht-polypdses kolorektales Karzinom-(HNPCC)-Syndrom vorgestellt.

Das kolorektale Karzinom (CRC) zdhlt zu den haufigsten Tumorerkrankungen des Menschen. Bei
etwa 5,0 % - 10,0 % der Falle ist eine familidare Haufung zu beobachten. Das HNPCC-Syndrom
(auch als Lynch-Syndrom bezeichnet) ist eine primar genetisch bedingte kolorektale Erkrankung,
die in etwa 2,0 % - 3,0 % aller CRC vorkommt (Hampel et al. 2008, Lynch et al. 2009). Das HNPCC
wird durch Mutationen in den DNA-Reparaturgenen (Mismatch-Reparaturgene; MMR) MLH1,
MSH2, MSH6 und PMS2 verursacht und wird autosomal-dominant vererbt (Hegde et al. 2014).
Trager einer krankheitsverursachenden Mutation in einem der vier DNA-Reparaturgene weisen
zusatzlich ein erhohtes Lebenszeitrisiko fir die Entwicklung weiterer Tumore auf. Das
Lebenszeitrisiko bezieht sich v. a. auf Karzinome des Endometriums, der Ovarien, des Magens, des
Urothels, der Gallengidnge und des Dinndarms (Aarnio et al. 1999). Bei Patienten mit einem
HNPCC werden pathogene Mutationen in den Genen MLH1 und MSH2 in etwa 90 %, im MSH6-
Gen in etwa 7 % - 10 % und im PMS2-Gen in < 5,0 % der Fille nachgewiesen (NCBI Bookshelf,
Lynch Syndrome, Letzte Aktualisierung am 22. Mai 2014). Um HNPCC-Patienten zu identifizieren,
wurden die Amsterdam- und die revidierten Bethesda-Kriterien (Umar et al. 2004) formuliert. Wie
bei allen hereditdaren Tumorerkrankungen sollte zundchst eine erkrankte Person (Indexpatient)
untersucht werden. Wenn mindestens eines der revidierten Bethesda-Kriterien erfillt ist, erfolgt
zunachst die Untersuchung des Tumorgewebes des CRCs mittels immunhistochemischer (IHC)-
Analyse bzw. mit Hilfe der Mikrosatelliteninstabilitat (MSl)-Untersuchung (Umar et al. 2004). Zeigt
sich hierbei immunhistochemisch ein Ausfall der Proteinexpression eines der MMR-Gene bzw.
eine hohe Mikrosatelliteninstabilitdt, kann aus einer Blutprobe des Patienten gezielt auf eine
Keimbahnmutation des MMR-Gens/der MMR-Gene hin untersucht werden (Hegde et al. 2014).
Der oben genannten Vorgehensweise wurde bei dem Indexpatienten 39202 gefolgt. Im Institut
fir Pathologie der UMG wurden am Tumorgewebe des kolorektalen Karzinoms eine IHC-Analyse
der MMR-Proteine und eine MSI-Analyse durchgefiihrt. Beide Untersuchungen ergaben
unauffallige Ergebnisse. Diese zwei Untersuchungen wurden ebenfalls am Gewebe einer
Lebermetastase durchgefiihrt. Die MSI-Untersuchung ergab ein unauffalliges Ergebnis und die
IHC-Untersuchung zeigte eine partielle inhomogene und abgeschwachte Expression des MLH1-
Proteins. Somit bestanden nach den Bethesda-Leitlinien keine Indizien fiir einen hereditdren
Ursprung des Tumorleidens.

Bei der Tante mitterlicherseits des Indexpatienten 39202 waren die Kriterien flr eine
molekulargenetische Untersuchung bei Verdacht auf ein hereditires Mamma- und
Ovarialkarzinom erfillt. Diese Patientin war jedoch bereits verstorben, sodass fiir den
Indexpatienten 39202 mit dem Risikokalkulationsprogramm Cyrillic 2.13 das Heterozygoten-Risiko
berechnet wurde. Dieses Risiko betrug 2,5 %.

Anhand der Leitlinien konnte dem Indexpatienten 39202 keine molekulargenetische
Untersuchung beziiglich des hereditaren kolorektalen Karzinoms oder des Mammakarzinoms
angeboten werden. Aufgrund der sehr auffilligen und fir ein hereditdres Geschehen
verdachtigen Eigen- und Familienanamnese wurde bei diesem Indexpatienten trotz der nicht
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erflllten Kriterien eine molekulargenetische Untersuchung der 10 Core-Gene sowie der HNPCC-
Gene mittels Multi-Gen-Panel-Analyse (NGS, TruRisk™) veranlasst.

Mittels der CNV-(engl. copy number variations, Kopienzahlvarianten)-Analyse mit dem Programm
SequencePilot, Modul SeqgNext, und einer nachfolgenden gPCR-Untersuchung wurde eine 46,1 kb
grolRe heterozygote genomische Deletion identifiziert, die das Exon 1 des MSH6-Gens beinhaltet.
Die identische Mutation wurde in den Datenbanken und in der Literatur bisher nicht beschrieben.
Jedoch wurden ahnliche Deletionen in der entsprechenden Region des MSH6-Gens bereits bei
Patienten mit einem diagnostizierten HNPCC von Moir-Meyer at al. (2015), van der Klift et al.
(2005), Plaschke et al. (2003), Buchanan et al. (2014), Nilbert et al. (2009), Hampel et al. (2006),
Kets et al. (2006), Talseth-Pamler et al. (2010), Lotsari et al. (2012) und Baglietto et al. (2010)

beschrieben (s. Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1: Schematischer Vergleich der bei dem Indexpatienten 39202 identifizierten genomischen
Deletion im MSH6-Gen mit den publizierten Fédllen. Im oberen Teil der Abbildung ist die genomische
Struktur des MSH6-Gens mit seinen 10 Exons schematisch abgebildet. Der rote Balken zeigt die bei dem
Indexpatienten 39202 identifizierte Deletion im MSH6-Gen. Die schwarzen Balken zeigen die bereits in der
Literatur beschriebenen heterozygoten Deletionen im MSH6-Gen an.

Eine Assoziation zwischen einem erhdhten Risiko fur ein Mammakarzinom und einem HNPCC-
Syndrom ist bisher bei Patienten mit einer Deletion im MSH6-Gen unklar (Scott und Ashton 2004;
Win et al. 2013). In der Studie von Goldberg et al. (2017) konnte eine Assoziation zwischen
Mutationen im MSH2-Gen und dem Risiko fir die Entwicklung eines Mammakarzinoms aufgezeigt
(kumulative lebenslange Inzidenz fiir die Entwicklung eines Mammakarzinoms bei Frauen mit
MSH2-Mutation lag hier bei 22 %) werden. Eine eindeutige Assoziation der MSH6-
Keimbahnmutationen wurde jedoch bisher nicht bewiesen (Wasielewski et al. 2010; Ford 2012).
Anderseits wurden bei Patienten mit Verdacht auf ein hereditires Mamma- und
Ovarialkarzinomsyndrom selten Mutationen im MSH6-Gen detektiert und zwar bei etwa 1,3 % der
Falle (Maxwell et al. 2015; Lincoln et al. 2015; Tung et al. 2015; Desmond et al. 2015; Susswein et
al. 2016; Buys et al. 2017; Eliade et al. 2017).

Eine Segregationsanalyse der in dieser Arbeit identifizierten Deletion im MSH6-Gen war in der
Familie des Indexpatienten 39202 nicht moglich, da alle an Tumoren erkrankten Personen bereits
verstorben waren. Somit bleibt unklar, ob die am beidseitigen Mammakarzinom erkrankte Tante
mdtterlicherseits ebenso Tragerin der genomischen Deletion im MSH6-Gen war.

Die funktionelle Analyse der MSH6-Expression zeigte im Vergleich zu den Kontrollen eine stark
verminderte Expression bzw. einen Verlust der Expression vom vermutlich mutierten Allel bei
dem Indexpatienten 39202. In Assoziation mit den bereits veréffentlichen Deletionen im MSH6-
Gen bei HNPCC-Patienten, der zwei synchron auftretenden unabhangigen Karzinome beim
Indexpatienten 39202 und der Familienanamnese wurde die genomische Deletion im MSH6 als
eine wahrscheinlich pathogene Mutation (ACMG-Klasse 4) bewertet.
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Mutationen im MSH6-Gen folgen einem autosomal-dominanten Erbgang. Allen Verwandten des
Indexpatienten 39202 kann im Rahmen einer humangenetischen Beratung volljahrigen eine
pradiktive molekulargenetische Untersuchung auf die familiar bekannte Mutation im MSH6-Gen
hin angeboten werden.

Patienten mit einem genetisch gesicherten HNPCC sollen in der Regel ab dem 25. Lebensjahr bzw.
ab der Feststellung der hereditdaren Form des kolorektalen Karzinoms bzw. 5 Jahren vor dem
frihesten Erkrankungsalter in der Familie jahrlich koloskopiert werden. Ferner sollte ab dem 35.
Lebensjahr zusitzlich jahrlich eine Osophago-Gastro-Duodenoskopie (OGD) durchgefiihrt werden.
Bei weiblichen HNPCC-Patienten sollte ab dem 25. Lebensjahr zusatzlich zur jahrlichen
gynakologischen Untersuchung ein transvaginaler Ultraschall im Hinblick auf Endometrium- und
Ovarialkarzinome durchgefiihrt werden. Ab dem 35. Lebensjahr sollte zusatzlich jahrlich eine
Endometriumbiopsie durchgefiihrt werden (Stufe-3-Leitlinie 2014 zum kolorektalen Karzinom).

4.7 Perspektiven

Die Multi-Gen-Panel-Untersuchungen mittels der NGS-Technologie werden derzeit zunehmend in
der klinischen Diagnostik eingesetzt und ersetzen einen Grof3teil der stufenweise durchgefiihrten
Sanger-Sequenzierungen einzelner Gene. Das Erfassen der Ergebnisse und die Analysen der
Sequenzvarianten anhand der vorhandenen und mit der Zeit verbesserten Datenbanken, der
Segregationsanalysen und funktionellen Studien werden somit zur Optimierung der Beurteilung
ermittelter Sequenzvarianten hinsichtlich ihrer Pathogenitat fihren.

Um bei einem hoheren Anteil der Patienen mit Verdacht auf ein hereditires Mamma- und
Ovarialkarzinom in der analysierten Kohorte die genetische Ursache der Tumorerkrankung zu
ermitteln, konnten weiterhin alle identifizierten Varianten unklarer Signifikanz (VUS) ausfiihrlich
genetisch abgeklart werden, d. h. es kénnten Segregationsanalysen der VUS in den Familien
erfolgen. In diesem Fall wiirden vor allem weitere betroffene Familienmitglieder auf die VUS hin
untersucht werden. Alle VUS kénnten ebenso funktionell auf cDNA-Ebene abgeklart werden, z. B.
einerseits mittels gRT-PCR-Analysen und andererseits mit Hilfe von RNA-Seg-Untersuchungen zur
Detektion von alternativen bzw. abnormalen Transkripten (Mercer et al. 2014).

Bei denjenigen Patienten ohne eine nachgewiesene Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5
konnten im ersten Schritt alle Gene auf dem Multi-Gen-Panel, die bereits mit dem NGS-Verfahren
angereichert und sequenziert waren, ausgewertet werden. Weiterhin sollte bei allen Patienten
eine CNV-Analyse aller im Panel beinhalteten Gene erfolgen. Somit kénnten eventuell weitere
groRe Deletionen bzw. Duplikationen identifiziert werden. Warum dies ein wichtiger weiterer
Schritt ware, zeigt die aktuelle Diskussion von Mitgliedern im Deutschen Konsortium Familidrer
Brust- und Eierstockkrebs. Das Konsortium wird eine Reorganisation der 10 Core-Gene
vornehmen. Eine neue Studie vom BRIDGES-(Breast Cancer Risk after Diagnostic Gene
Sequencing)-Projekt zeigte (nicht publizierte Daten), dass heterozygote Mutationen im NBN-Gen
nicht mit einem statistisch signifikant erhéhten Risiko fir die Entwicklung eines Mammakarzinoms
assoziiert sind. Daher wurde vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs
beschlossen, dass anstatt des NBN-Gens das BRIP1-Gen zu den 10 Core-Genen zugeordnet wird.
Vorhergehende Studien hatten nadmlich gezeigt, dass heterozgote loss-of-function-
Keimbahnmutationen im BRIP1I-Gen mit einem OR (Odds Ratio) von 20,97 % mit dem
Ovarialkarzinom assoziiert waren (Weber-Lassalle et al. 2018).

Wenn die o. g. MaBnahmen nicht zur Klarung des genetischen Hintergrundes fiihren wirden,
konnten im néachsten Schritt die Whole-Exome-Sequenzierung (WES) oder sogar eine Whole-
Genome-Sequenzierung (WGS) erfolgen. Bei einer identifizierten vermutlich pathogenen
Mutation in einem neuen Gen bzw. einem Gen, das nicht bekanntermassen mit einem
hereditiren Mamma- und Ovarialkarzinom assoziiert ist, konnte dieses Gen spezifisch bei
weiteren Patienten analysiert werden.
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Weiterhin konnten Mamma- bzw. Ovarialkarzinome der betroffenen Patienten auf somatische
Mutationen hin analysiert werden. Bei identifizierten somatischen Mutationen kénnten diese auf
der Keimbahnebene an DNA aus Lymphozyten des Patienten Uiberprift werden.

Ferner konnten Segregationsanalysen der bereits in dieser Kohorte detektierten pathogenen
Keimbahnmutationen in den Familien durchgefiihrt werden. Somit konnte definiert werden, ob
weitere in den Familien vorkommende Tumorerkrankungen auf dem Boden der familiar
bekannten Keimbahnmutation entstanden sind.

Auch die variable Expressivitat in den Familien mit identischer heterozygoter Keimbahnmutation
kdnnte genauer betrachtet werden. Hierflr sollten sowohl weitere genetische Faktoren (u. a.
Polygenic Risk Score, polygene Vererbung) als auch nicht genetische Faktoren (u. a. Alter bei der
Menarche, Eintreten der Menopause, Einnahme von Kontrazeptiva, Lebensstil) betrachtet
werden.

Alle weiteren Analysen konnten zu einem besseren Verstdndnis der multifaktoriellen und
polygenen Genese des hereditaren Mamma- und Ovarialkarzinoms beitragen.
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5 Zusammenfassung

Das Mammakarzinom reprasentiert die haufigste weibliche Karzinomerkrankung. Weiterhin ist
das Ovarialkarzinom nach dem Mammakarzinom der dritthdufigste gyndkologische maligne
Tumor in Deutschland. Neben den sporadischen Mamma- und Ovarialkarzinomen weisen etwa 5
% - 10 % aller erkrankten Patienten eine hereditare Form des Mamma- und Ovarialkarzinoms auf.
In dieser Arbeit wurden 200 Patienten mit Verdacht auf eine hereditare Form des Mamma- und
Ovarialkarzinoms, welche die vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs
definierten  Kriterien erfiillten, molekulargenetisch auf das Vorhandensein von
Keimbahnmutationen mittels der NGS-Methode hin analysiert.

Es wurden genomische DNA-Proben aus EDTA-Blut von insgesamt 196 weiblichen (98,0 %) und
vier mannlichen (2,0 %) Patienten analysiert. Das durchschnittliche Alter der Patienten bei der
Erstdiagnose des Mamma- oder Ovarialkarzinoms im untersuchten Kollektiv betrug 41,9 Jahre.
Jeder der 200 in dieser Arbeit untersuchten Patienten erfillte eines der vom Deutschen
Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs definierten Kriterien fiir die Durchfiihrung einer
molekulargenetischen Analyse bei Verdacht auf ein hereditares Mamma- und Ovarialkarzinom.
Die Kriterien wurden in dieser Dissertation mit den Buchstaben A, G, J, N, Q, R, Y, U und Z
bezeichnet (s. Einleitung Tab. 1.3). Fir alle 200 Patienten der Kohorte wurden mittels des
Risikokalkulationsprogramms Cyrillic 2.13 das Heterozygoten- und Lebenszeitrisiko berechnet. Das
mittlere berechnete Heterozygoten-Risiko der gesamten Patienten-Kohorte lag bei 38 + 30 %. Das
Lebenszeitrisiko, an einem Mammakarzinom bis zum 85. Lebensjahr zu erkranken, betrug in der
gesamten untersuchten Patienten-Kohorte 27 + 21 %. Fir die Patienten mit dem erfiillten
Kriterium R wurde der hochste Mittelwert des Risikos flr die Anlagetragerschaft einer Mutation in
einem der 10 Core-Gene (61,6 %) berechnet, gefolgt von den Patienten mit dem erfillten
Kriterium N (56,5 %). Es wurden ebenso die histologischen Typen sowie der Rezeptorstatus der
Mammakarzinome erfasst. Bei 105 der untersuchten Patienten (52,5 %) konnte ein invasiv
duktales Mammakarzinom, bei 32 Patienten (16,0 %) ein DCIS (duktales Carcinoma in situ), bei 16
Patienten (8,0 %) ein invasiv lobuldres Mammakarzinom und bei zwei Patienten ein
Mammakarzinom (1,0 %) mit einer medulldren Histologie nachgewiesen werden. Die Angaben
zum histologischen Subtyp des Mammakarzinoms fehlten bei insgesamt 33 Patienten (16,5 %). Bei
den untersuchten Patienten wurden unterschiedliche Expressionsmuster des Ostrogenrezeptors a
(ERa), des Progesteron-Rezeptors (PR) und der Uberexpression des ERBB2-Rezeptors im Gewebe
des Mammakarzinoms beobachtet. Das weitverbreitetste Expressionsmuster konnte fiir eine
Expression des ERa und des PR und ohne eine Uberexpression des ERBB2-Rezeptors bei 63 der
untersuchten Mammakarzinome (45,7 %) ermittelt werden. Das zweithdufigste nachgewiesene
Expressionsmuster waren die sog. triple negativen Mammakarzinome (keine Expression des ERa
und des PR und keine Uberexpression des ERBB2-Rezeptors) mit 32 Mammakarzinomen (23,2 %).
Die dritthaufigste Gruppe bestand aus Mammakarzinomen mit Expression des ERa und des PR
und einer Uberexpression des ERRB2-Rezeptors mit 21 Tumoren (15,2 %). Neben den Mamma-
und Ovarialkarzinomen wurden in den Stammbdumen der untersuchten Patienten Uber
mindestens drei Generationen in etwa mehr als der Halfte der Familien (51,0 %) weitere
Tumorerkrankungen beobachtet, u. a. kolorektale Karzinome (52,9 %), Prostata-(24,5 %)-, Magen-
(15,7 %)-, Pankreas-(15,7 %)- und Lungenkarzinome (13,7 %). Weiterhin wurden Leukdmien sowie
Lymphome in jeweils 10 Fallen (9,8 %) beobachtet. Seltener wurden andere Tumoren (z. B. Leber-
, Blasen-, Nieren-, Hoden- und Endometriumkarzinome sowie Sarkome und Hauttumoren) in den
analysierten Familien beobachtet.

Bei allen Patienten wurden die vom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs
definierten 10 Core-Gene (ATM, BRCA1, BRCA2, CDH1, CHEK2, NBN, PALB2, RAD51C, RAD51D und
TP53) als Bestandteil eines Multi-Gen-Panels auf Keimbahnmutationen hin analysiert. Es wurden
zwei verschiedene Technologien der Anreicherung und Amplifizierung angewendet und zwar die
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HaloPlex-Technologie bei den ersten 28 Patienten und bei den restlichen 172 Patienten das
SureSelect¥™-(TruRisk™)-Verfahren. Mit der Next-Generation-Sequencing-(NGS)-Technologie
wurden die Core-Gene auf dem Illumina MiSeq-System sequenziert. Zur Erfassung von gréBeren
genomischen Rearrangements (Deletionen oder Duplikationen) wurde bei allen 200 Patienten
eine Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)-Analyse der Gene BRCA1, BRCA2
und CHEK2 durchgefiihrt. Bei 181 Patienten (90,5 %) wurde zusétzlich die MLPA-Analyse der Gene
PALB2, RAD51C und RAD51D durchgefiihrt.

In dieser Dissertation wurden die identifizierten Sequenzveranderungen der ACMG-Klasse 3
(Varianten unklarer Signifikanz; VUS), ACMG-Klasse 4 (wahrscheinlich pathogene Mutationen) und
der ACMG-Klasse 5 (pathogene Mutationen) in den 10 Core-Genen im Zusammenhang mit den
klinischen Angaben analysiert.

Insgesamt wurden 106 Sequenzvarianten (44,0 %) der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 bei 88 der
untersuchten Patienten nachgewiesen. Die Nachweisrate von Mutationen der ACMG-Klasse 4
oder 5 in den 10 Core-Genen lag dagegen bei 18,0 %. In den Genen NBN, RAD51D und TP53
wurde keine Mutation der ACMG-Klasse 4 oder 5 detektiert. Die Detektionsrate von Mutationen
der ACMG-Klasse 4 oder 5 in den zwei Hochrisikogenen BRCA1 und BRCA2 betrug dagegen nur
11,0 %. Somit lag die Detektionsrate der Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 in allen 10 Core-
Genen statistisch signifikant hoher im Vergleich zur Detektionsrate in den Genen BRCA1 und
BRCAZ2 alleine.

Der haufigste molekulargenetische Typ der identifizierten Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4
oder 5 waren missense-Sequenzvarianten (49,1 %), gefolgt von frame-shift- (19,8 %), nonsense-
(10,4 %), synonymen- (9,4 %), splicing- bzw. potentiellen splicing-(8,5 %)-Sequenzvarianten,
grolRen genomischen Deletionen (1,9 %) und einer in-frame-Sequenzvariante. Es wurde eine
deutlich groRere Anzahl von missense-Sequenzvarianten in den nicht BRCA1- und BRCA2-Core-
Genen (43 Sequenzvarianten bzw. 84,3 %) identifiziert als in den Genen BRCA1 und BRCA2 (8
Sequenzvarianten bzw. 15,7 %).

Bei Patienten mit Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 betrug das niedrigste Erkrankungsalter
39,0 Jahre. Wenn die Patienten nach den Altersgruppen bei der Ersterkrankung eines Mamma-
oder Ovarialkarzinoms unterteilt wurden, war die Mehrzahl der Sequenzvarianten der ACMG-
Klasse 3, 4 und 5 (34,0 %) in der Altersgruppe zwischen dem 40. und 49. Lebensjahr zu
beobachten. Diese Analyse ergab auch eine Tendenz eines niedrigeren Erkrankungsalters der
Patienten mit den Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 und 5 in den BRCA1- und BRCA2-
Genen im Vergleich zu den anderen acht Core-Genen.

Das berechnete mittlere Heterozygoten-Risiko lag bei den Patienten mit einer Sequenzvariante
der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den Genen BRCA1 und BRCA2 (54 + 33 %) signifikant hoher im
Vergleich zu den Patienten mit einer Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den
anderen acht Core-Genen (33 £ 29 %). Die Heterozygoten-Risiken bei Patienten mit oder ohne
Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in einem bestimmten Core-Gen unterschieden sich
statistisch signifikant nur fir das BRCA1-Gen.

Das berechnete Lebenszeitrisiko bei Patienten mit einer Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4
oder 5 in den 10 Core-Genen (31 + 23 %) war statistisch signifikant hoher im Vergleich zu
Patienten ohne diese Sequenzvarianten (24 + 19 %). Ebenso waren die berechneten
Lebenszeitrisiken der Patienten mit einer Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den
Genen BRCA1 oder BRCA2 (41 + 26 %) signifikant hoher im Vergleich zu Patienten mit einer
Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den anderen acht Core-Genen (25 £ 19 %).

Die Nachweisrate der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 war nur bei Patienten mit
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in einem der 10 Core-Gene und Vorliegen eines
invasiv duktalen Mammakarzinoms statistisch signifikant. Fir die anderen histologischen
Subtypen der Mammakarzinome zeigte sich keine statistische Signifikanz in Relation zu den
detektierten Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5.
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Weiterhin wurde ein Zusammenhang zwischen der Expression der Hormonrezeptoren (ERa, PR)
und der Uberexpression des ERBB2-Rezeptors in den Tumoren und dem Status der
Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den 10 Core-Genen in der genomischen DNA
aus Lymphozyten detailliert untersucht. Bei Patienten mit nachweislicher Expression der
Hormonrezeptoren ERa oder PR im Tumorgewebe konnten statistisch signifikant niedrigere
Detektionsraten der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in den BRCA1- und BRCA2-
Genen im Vergleich zu den anderen acht Core-Genen identifiziert werden (ERa: 10,6 % vs. 35,6 %
bzw. PR: 11,6 % vs. 34,7 %). Eine solche Assoziation konnte zwischen der Uberexpression der RTK
ERBB2 im Tumorgewebe und der Detektion der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5
nicht festgestellt werden. In der Patientenkohorte mit triple-negativen Mammakarzinomen (keine
Expression des ERa, des PR und keine Uberexpression von ERBB2 im Tumorgewebe) wurden
statistisch signifikant hohere Detektionsraten von Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5
beobachtet als bei den Patienten mit nicht triple-negativen Mammakarzinomen (40,6 % vs. 13,1
%). Innerhalb der Gruppe mit triple-negativen Mammakarzinomen war die Detektionsrate der
Mutationen im BRCA1-Gen statistisch signifikant erh6ht im Vergleich zu den Detektionsraten der
Mutationen der ACMG-Klasse 4 oder 5 bei Patienten mit triple-negativen Mammakarzinomen in
den anderen neun Core-Genen (75 % vs. 25 %).

Aus den insgesamt 200 analysierten Fallen dieser Kohorte wurden vier Patienten ausgewahlt und
weiterflihrend ndaher molekulargenetisch analysiert. Ebenso wurde ein zusatzlicher Patient, der
nicht in der Kohorte mit 200 Patienten gelistet war, fir detaillierte molekulargenetische Analysen
ausgewahlt. Bei diesem Patienten waren die Kriterien fiir die hereditare Form des Mamma- und
Ovarialkarzinoms durch seine an einem beidseitigen Mammakarzinom verstorbene Tante
mutterlicherseits erfullt.

Die Indexpatientin 39784 war an einem Mammakarzinom erkrankt. An der genomischen DNA aus
Lymphozyten erfolgte eine Multi-Gen-Panel-Untersuchung (TruRisk™) der 10 Core-Gene. Bei
dieser Indexpatientin wurde eine Variante unklarer Signifikanz der ACMG-Klasse 3 (c.346G>A,
heterozygot; p.(Valll6lle)) im Exon 5 des RAD51D-Gens nachgewiesen. Nach der funktionellen
Abklarung dieser Variante auf RNA-Ebene konnte sie als Variante unklarer Signifikanz (ACMG-
Klasse 3) mit der klinischen Einschatzung einer wahrscheinlich pathogenen Mutation eingestuft
werden.

Die Indexpatientin 39037 war ebenso an einem Mammakarzinom erkrankt. Mittels der Multi-Gen-
Panel-Untersuchung und der molekulargenetischen Analyse der 10 Core-Gene (TruRisk™) wurde
bei ihr die wahrscheinlich pathogene Keimbahnmutation der ACMG-Klasse 4 (c.6336C>A,
heterozygot; p.(Cys2112*)) im Exon 43 des ATM-Gens detektiert. Diese Mutation war bisher nicht
in den Datenbanken eingetragen und in der Literatur nicht beschrieben. Die o. g. Mutation im
ATM-Gen segregierte zwar nicht mit dem Auftreten von allen Mammakarzinomen in der Familie,
jedoch ist dieser Mutationstyp bei der in Frage stehenden Erkrankung bekanntermaRen
pathogen.

Die Patientin 39769 war selbst nicht an einem Mamma- oder Ovarialkarzinom erkrankt. Ihre
Familienanamnese ergab jedoch Hinweise auf eine hereditire Form des Mamma- und
Ovarialkarzinoms. Die Patientin hatte initial keinen Kontakt zu den anderen erkrankten
Familienmitgliedern. Daher wurde der Patientin 39769 anhand des berechneten Heterozygoten-
Risikos von 34,8 % eine molekulargenetische Untersuchung der 10 Core-Gene angeboten. Bei der
Patientin 39769 konnte eine pathogene splice site Keimbahnmutation der ACMG-Klasse 5 (c.706-
1G>A, heterozygot) im RAD51C-Gen detektiert werden. Diese Mutation im RAD51C-Gen wird in
der Datenbank des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust- und Eierstockkrebs als pathogene
Mutation der ACMG-Klasse 5 geflihrt. Die Segregationsanalyse in der Familie zeigte eine
vollstandige Segregation dieser Mutation bei allen molekulargenetisch untersuchten
Familienmitgliedern mit der Diagnose eines Mammakarzinoms.
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Die Indexpatientin 39917 war an einem duktal teils lobuladr invasiven Mammakarzinom erkrankt.
Bei der Indexpatientin wurde bei der molekulargenetischen Untersuchung der 10 Core-Gene
mittels einer Multi-Gen-Panel-Untersuchung die wahrscheinlich pathogene Mutation der ACMG-
Klasse 4 (c.1587delT, heterozygot; p.(Ala530Profs*27)) im Exon 11 des CDHI1-Gens detektiert.
Diese Mutation wird in der Datenbank des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust- und
Eierstockkrebs als pathogene Mutation gefiihrt und wurde daher als Mutation der ACMG-Klasse 4
eingestuft. Weitere betroffene Familienmitglieder nahmen eine molekulargenetische Analyse
nicht in Anspruch.

Der Indexpatient 39202 zdhlte nicht zu den 200 analysierten Fallen dieser Dissertation. Die
Kriterien flir eine molekulargenetische Untersuchung der 10 Core-Gene waren ausschliefSlich in
der Familie des Patienten erfiillt (d. h. bei der Tante des Ratsuchenden). Der Indexpatient 39202
war im Alter von 50 Jahren an einem synchronen kolorektalen Karzinom und Nierenzellkarzinom
erkrankt. Dieser Fall zeigte sich unter wissenschaftlichen und familienberaterischen Aspekten
dennoch molekulargenetisch interessant. Bei dem Patienten wurden alle 10 Core-Gene sowie
zusatzlich wegen des Vorliegens eines kolorektalen Karzinoms die Gene MLH1, MSH2, MSH6 und
MUTYH analysiert. Nach Auswertung der Kopienzahlvarianten (CNV; copy number variations) der
genannten Gene mit Hilfe des SeqgNext-Moduls des Auswerteprogramms Sequence Pilot ergab
sich der Hinweis auf eine heterozygote Deletion des Exons 1 des MSH6-Gens, die mit Hilfe der
MLPA-Analyse bestdtigt werden konnte. Die nachfolgende gPCR-Analyse ergab, dass diese
heterozygote Deletion eine GesamtgroRRe von 46,1 kb aufweist. Da die detektierte Deletion im
MSH6-Gen nicht in den Datenbanken und in der Literatur beschrieben war, wurde sie als
wahrscheinlich pathogene Mutation der ACMG-Klasse 4 eingestuft. Eine Segregationsanalyse der
identifizierten Deletion im MSH6-Gen in der Familie des Indexpatienten 39202 war leider nicht
moglich, da bereits alle an Tumoren erkrankten Patienten verstorben waren.

Die klinischen Konsequenzen einer identifizierten Mutation in einem der Core-Gene resultieren in
einem Angebot fiir ein intensiviertes Friherkennnung- bzw. Nachsorgeprogramm (IFNP) und ggf.
einem Angebot fiir eine prophylaktische Mastektomie bzw. eine Salpingo-Oopherektomie. Auch
Patienten ohne eine nachgewiesene Mutation in einem der 10 Core-Gene kann anhand des
berechneten Heterozygoten- bzw. Lebenszeitrisikos von > 20 % bzw. von 2 30 % ein IFNP
angeboten werden.

Ebenso wurden die mittels NGS erhaltenen Detektionsraten von allen 200 Patienten mit den
Detektionsraten von 124 retrospektiven Patienten verglichen, die noch mittels der Sanger-
Sequenzierungstechnologie analysiert wurden. Dazu konnte gezeigt werden, dass die
Detektionsrate der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 nach paralleler Analyse der 10
Core-Gene statistisch signifikant hoher lag im Vergleich zur alleinigen Analyse der Gene BRCA1
und BRCA2 mittels der Sanger-Sequenziermethode (44,0 % vs. 25 %). Andererseits konnte auch
demonstriert werden, dass mit der Untersuchung einer groReren Anzahl von Genen die
Detektionsrate der Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3 statistisch signifikant hoher lag. Die
Methode der Analyse (NGS vs. Sanger-Sequenziertechnologie) spielte in der Studie dieser
Dissertation eine weniger signifikante Rolle, da alle Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder
5 sowohl per NGS als auch mittels der Sanger-Sequenziermethode reproduzierbar waren. Die
Validitat der NGS-Methode wurde mittels der Sanger-Sequenziermethode bestatigt.

Die Daten dieser Dissertation zeigen einen groRen Vorteil der molekulargenetischen
Untersuchung mittels der Multi-Gen-Panel-Analyse (NGS) auf, da eine parallele Untersuchung
mehrerer Gene eines Patienten sowie eine gleichzeitige molekulargenetische Analyse der DNA
mehrerer Patienten moglich ist. Somit ist diese Methode im Vergleich zur Sanger-
Sequenziermethode zeit- und kostensparend. Ein Nachteil der parallelen Analyse einer GroRzahl
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der Gene ist jedoch die Detektion einer Vielzahl von Varianten unklarer Signifikanz (VUS), die nach
dem heutigen Wissensstand nicht eindeutig eingestuft werden kdnnen. Weiterhin konnte mit der
molekulargenetischen Analyse der 10 Core-Gene nur bei einem Bruchteil (18,0 %) der Patienten
mit Verdacht auf ein hereditares Mamma- und Ovarialkarzinom die hereditidre Genese aufgeklart
werden. Neben der polygenen Vererbung und multifaktoriellen Genese des Mamma- und
Ovarialkarzinoms werden noch weitere Risikofaktoren wie verschiedene Polymorphismen
diskutiert. Nichtsdestoweniger ist bei einer gestellten Indikation eine molekulargenetische
Analyse der 10 Core-Gene mittels NGS gerechtfertigt, da mit dieser Untersuchung eine statistisch
signifikant groBere Anzahl von Mutationen bei Patienten identifiziert und bestatigt werden
konnen im Vergleich zur alleinigen molekulargenetischen Analyse der Hochrisikogene BRCA1 und
BRCA2.
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6 Anhang
6.1 Gene beinhaltet im HaloPlex- und TruRisk™-Design

Tabelle 6.1: Gene im HaloPlex-Panel-Design

Genliste ENST-Nummer
ATV ENST00000278616
BAP1 ENST00000460680
BARD1 ENST00000260947

BRCAZ1® ENST00000357654

BRCA2* ENST00000544455
BRIP1 ENST00000259008
CASP8 ENST00000264275
CDH1* ENST00000261769

CHEK2® ENST00000328354
COX11 ENST00000299335
FANCA ENST00000389301
FANCC ENST00000289081

FANCD?2 ENST00000287647
FANCE ENST00000229769
FANCF ENST00000327470
FANCG ENST00000378643
FGFR2 ENST00000358487

HMMR ENST00000393915
LSP1 ENST00000381775

MAP3K1 ENST00000399503
MEN1 ENST00000312049
MLH1 ENST00000231790

MRE11A ENST00000323929
MSH?2 ENST00000233146
MSH6 ENST00000234420
NBN® ENST00000265433
NEIL1 ENST00000564784
NQO2 ENST00000338130

PALB2* ENST00000337432

PHB ENST00000300408

PPM1D ENST00000305921
PTEN ENST00000371953
RAD50 ENST00000378823

RAD51B ENST00000487861

RAD51C* ENST00000345365

RAD51D* ENST00000269305

RAD1L1 ENST00000487270

RADS54L ENST00000371975

SLC4A7 ENST00000295736
STK11 ENST00000326873
TOX3 ENST00000219746
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Genliste ENST-Nummer
TP53° ENST00000261584
XRCC2 ENST00000359321
XRCC3 ENST00000553264

Svom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockes definierte 10 Core-Gene; ENST_Nummer
Ubernommen aus Ensembl genome browser 88 (www.ensembl.org), fett markiert sind die 10 Core-Gene.

Tabelle 6.2: Gene im TruRisk™-Panel-Design

Genliste ENST-Nummer
ATM® ENST00000278616
BAP1 ENST00000460680
BARD1 ENST00000260947

BRCAZ1® ENSTO0000357654

BRCA2* ENST00000544455
BRIP1 ENST00000259008
CASP8 ENST00000264275
CDH1® ENST00000261769

CHEK2® ENST00000328354
COX11 ENST00000299335
FANCA ENST00000389301
FANCC ENST00000289081

FANCD?2 ENST00000287647
FANCE ENST00000229769
FANCF ENST00000327470
FANCG ENST00000378643
FGFR2 ENST00000358487

HMMR ENST00000393915
LSP1 ENST00000381775

MAP3K1 ENST00000399503
MEN1 ENST00000312049
MLH1 ENST00000231790

MRE11A ENST00000323929
MSH?2 ENST00000233146
MSH6 ENST00000234420
NBN® ENST00000265433
NEIL1 ENST00000564784
NQO2 ENST00000338130

PALB2* ENST00000337432

PHB ENST00000300408

PPM1D ENST00000305921
PTEN ENST00000371953
RAD50 ENST00000378823

RAD51B ENST00000487270

RAD51C* ENST00000345365

RAD51D* ENST00000269305
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Genliste ENST-Nummer
RAD54L ENST00000371975
SLC4A7 ENST00000295736
STK11 ENST00000326873
TOX3 ENST00000219746
TP53% ENST00000261584
XRCC2 ENST00000359321
XRCC3 ENST00000553264

Svom Deutschen Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockes definierten 10 Core-Gene; ENST_Nummer
Ubernommen aus Ensembl genome browser 88 (www.ensembl.org), fett markiert sind die 10 Core-Gene.

6.2. Liste der Patienten ohne eine detektierte Sequenzvariante der ACMG-
Klasse 3, 4 oder 5 in einem der 10 Core-Gene

Tabelle 6.3 Analysierte Patienten ohne eine identifizierte Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5.
In der Tabelle sind 112 Patienten ohne nachgewiesene Sequenzvarianten der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in
den 10 analysierten Core-Genen aufgefiihrt. In diesen Patienten konnten keine Sequenzvarianten mittels
der NGS-Technologie nachgewiesen werden. Ebenfalls konnten mit Hilfe der MLPA-Untersuchung keine
Deletionen/Duplikationen identifiziert werden. Bei diesen Patienten lagen nur Sequenzvarianten der
ACMG-Klasse 1 und 2 vor.

Anzahl | Patienten-Nummer | MCa | OvCa | Geschlecht Xg;:;;:g::::'; je; dS:rq: ?:;\(l)azljrr:zne::;
1 38550 ja nein m keine
2 38556 ja nein w keine
3 38557 ja nein w keine
4 38562 ja nein w keine
> 38563 ja nein w keine
6 38570 ja nein w keine
7 38588 ja nein w keine
8 38551 nein ja w keine
9 38578 ja nein w keine
10 38580 ja nein w keine
1 38583 ja nein w keine
12 38584 ja nein w keine
13 38582 ja nein w keine
14 38587 ja nein w keine
15 39001 nein nein w keine
16 38595 ja nein w keine
17 35789 ja nein w keine
18 39002 ja nein w keine
19 39013 ja nein w keine
20 39014 ja nein w keine
21 39019 ja nein w keine
22 39022 ja nein w keine
23 38958 nein nein w keine
24 39011 nein nein m keine
25 39023 ja nein w keine
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Vorhandensein der Sequenzvarianten der

Anzahl | Patienten-Nummer | MCa | OvCa | Geschlecht ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in 10 Core-Genen
26 39026 ja ja w keine
27 39034 ja nein w keine
28 39041 ja nein w keine
29 39044 ja nein w keine
30 39062 nein nein w keine
31 39047 ja nein w keine
32 39049 ja nein w keine
33 39052 ja nein w keine
34 39058 ja nein w keine
35 39059 ja nein w keine
36 39063 ja nein w keine
37 39068 ja nein w keine
38 39027 ja nein w keine
39 39020 ja nein w keine
40 38975 ja nein w keine
41 39073 ja nein w keine
42 39075 ja nein w keine
43 39078 ja nein w keine
44 39079 ja nein w keine
45 39080 nein nein w keine
46 39087 ja nein w keine
47 39088 ja nein w keine
48 39091 nein nein w keine
49 39098 ja nein w keine
50 39099 ja nein w keine
51 39700 ja nein w keine
52 39701 ja nein w keine
53 39706 ja nein w keine
54 39708 ja nein w keine
55 39709 ja nein w keine
56 39710 ja nein w keine
57 39713 ja nein w keine
58 39714 ja nein w keine
59 39721 ja nein w keine
60 37874 ja nein w keine
61 38718 ja nein w keine
62 39724 nein nein w keine
63 39727 nein nein w keine
64 39733 nein ja w keine
65 344448 ja nein w keine
66 39735 ja nein w keine
67 39739 ja nein w keine
68 39740 ja nein w keine
69 367798 ja nein w keine




Anhang

146

Vorhandensein der Sequenzvarianten der

Anzahl | Patienten-Nummer | MCa | OvCa | Geschlecht ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 in 10 Core-Genen
70 39742 nein nein w keine
71 39747 ja nein w keine
72 34450B ja nein w keine
73 39738 ja nein w keine
74 39749 ja nein w keine
75 39757 ja nein w keine
76 39758 ja nein w keine
77 39759 ja nein w keine
78 39762 ja nein w keine
79 39768 ja nein w keine
80 39785 ja nein w keine
81 39786 nein nein w keine
82 39787 ja nein w keine
83 39790 ja nein w keine
84 26959C ja nein w keine
85 39767 ja nein w keine
86 39774 nein ja w keine
87 39781 ja nein w keine
838 39796 ja nein w keine
89 39910 ja nein w keine
90 39901 ja nein w keine
a1 39908 ja nein m keine
92 39913 nein nein w keine
93 39914 nein nein w keine
94 39923 ja nein w keine
95 39925 nein nein w keine
96 39928 ja nein w keine
97 39931 ja nein w keine
98 39929 ja nein w keine
99 39932 ja nein m keine
100 39933 ja nein w keine
101 39935 ja nein w keine
102 39936 ja nein w keine
103 39937 ja nein w keine
104 39949 ja nein w keine
105 39953 ja ja w keine
106 39939 nein nein w keine
107 39941 ja nein w keine
108 39942 nein nein w keine
109 39947 ja nein w keine
110 39948 ja nein w keine
11 39955 ja nein w keine
112 39962 ja nein w keine

MCa =Mammakarzinom; OvCa = Ovarialkarzinom.
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6.3 Rezeptorstatus der Mammkarzinome in Assoziation mit identifizierten
Sequenzvarianten in den 10 Core-Genen

Tabelle 6.4: Rezeptorstatus der Mammakarzinome in Abhangigkeit von identifizierten Sequenzvarianten
in den 10 Core-Genen

Anzahl der Patienten (%)
Rezeptorstatus im Tumor
ERa PR ERBB2
Information (liber die Expression des Rezeptors
vorhanden 148 (74,0) 147 (73,5) 138 (67,0)
Information Uber die Expression des Rezeptors nicht
52 (26,0) 53(26,5) 62 (33,0)
vorhanden
Exprimierter Rezeptor im Tumor 104 (70,3) 95 (64,6) 34 (24,6)
Rezeptor im Tumor nicht exprimiert 44 (29,7) p-Wert 52 (35,4) p-Wert | 104 (76,8) | p-Wert
Exprimierter Rezeptor im Tumor und identifizierte
48 (46,2) 44 (46,3) 20 (58,8)
Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5 p=0,72 p=0,86 p=0,17
Rezeptor im Tumor nicht exprimiert und identifizierte
22(50,0) 51 (53,7) 46 (44,2)
Sequenzvariante der ACMG-Klasse 3, 4 oder 5
Rezeptor im Tumor | Sequenzvariante der ACMG-Klasse
11 (22,9) 11 (25,0) 6(17,6)
exprimiert/ 3,4 oder 5in BRCA1/2
Uberexpression des | Sequenzvariante der ACMG-Klasse
37(77,1) 33(75,0) 14 (41,2)
ERBB2-Rezeptors | 3,4 oder 5in den acht Core-Genen p<0,01* p=0,01* =042
Rezeptor im Tumor | Sequenzvariante der ACMG-Klasse
15 (68,2) 15 (48,1) 19 (18,3)
nicht 3,4 oder 5in BRCA1/2
exprimiert/keine
" . Sequenzvariante der ACMG-Klasse
Uberexpression des 7 (31,8) 10 (40,0) 27 (25,9)
3, 4 oder 5 in den acht Core-Genen
ERBB2-Rezeptors

ERa = Ostrogenrezeptor a, PR = Progesteron-Rezeptor.
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