TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN
Frauenklinik und Poliklinik
Klinikum rechts der Isar

(Direktion: Univ.-Prof. Dr. Marion B. Kiechle)

Inzidenz und Outcome von BRCAI-
Mutationstriagerinnen im tripel-negativen Kollektiv

Sandra Klan

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultit fiir Medizin
der Technischen Universitidt Miinchen
zur Erlangung des akademischen Grades eines Doktors der Medizin

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. Ernst J. Rummeny
Priifer der Dissertation:
1. Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Alfons Meindl

2. Univ.-Prof. Dr. Marion B. Kiechle

Die Dissertation wurde am 30.06.2014 bei der Technischen Universtitdt Miinchen eingereicht

und durch die Fakultit fiir Medizin am 15.09.2015 angenommen.



Danksagung

Mein Dank gilt
Herrn Universititsprofessor Dr. rer. nat. Alfons Meindl
und Frau Dr. rer. nat. Eva Grof3
fiir die engagierte und hervorragende Betreuung und Unterstiitzung
sowie der gesamten tumorgenetischen Arbeitsgruppe

der Frauenklinik der Technischen Universtitit Miinchen.



Widmung

Fiir meine Mutter



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INhaItSVerzeiChNis.....cccciiiiiiiiieiiiiiiiic e I
ADBKUrzungsverzeichnis .......ciuveeueciiiiiiiiiuiiiiiiiiiiiiiiiieiiressssssieessssressssssenes v
2L« - T P Vil
R 11T 1 - R 1
1.1 Das MammMaKaIZINOM ... ueueermeesseesseeesseesssessseesssessssessssessssssssessssssssessssessssesssssssssssssessasessassessessssessssasssssssssssanes 1
111 EDIACIMNIOIOGIE uueeeeeeeeereersereseeeseenssesssssassssssesssesssssassssssesssesssssassssssesssesssssssssassesssesssesssssasssssesssesssssasssansesssssanes 1
1.1.2 Karzinogenese deS MAMMAKATZINOMS .......coeerrrereerseerseessssssesssessmssssssassesssessessssssassesssessssssssassssssessssanes 2
1.1.3 Klassifizierung der MAMMAKATZINOME .....uceeeeereiresesresisesssisssesassssisssessssessssssisssssssssssssessssssassssssssssnses 4
1.2 Tripel-negativer BruStKrebs [TNBC) ...t sessesssesssesssesssesssssssssssssssssssssssssesssssssasssssssssas 7
1.2.1 Definition des tripel-Negativen BrUSLRIEDS..........cuwnrcosseronsersssresssesssesissesisssssssssssssessssssasssssssesnses 7
1.2.2 Unterscheidung zwischen dem tripel-negativen und dem basalen BrustKkrebs................... 7
1.2.3 Epidemiologie und RiSIKOfaKtOren des TINBC .........ionironsrsssesssesssesisssssssssssssessssssasssssssssnses 9
1.2.4 Histologische und molekularbiologische Eigenschaften des TNBC..........consironserens 10
1.2.5  DiAGNOSEIK AES TINBC ....oooevereerererresirseerseesissssasssssssesassesassssessssssssesssssssssssasssssssssssssssasssssssssssssssassesssssassssens 11
1.2.6  Rezidivmuster UNd MELASLASIETUNG .....cvereerereeeseereersssessesssessessssssassesssessesssssssssesssesssssssssassssssesssssssssanses 11
1.2.7  PrOGRNOSE AES TINBC....coieeeesieeseerseriesrisscussesssesssssessssssesssssssssassssssesssssssssassesssesssssssssassssssesssesssssassssssesssesssssanses 12
1.2.8  TREIAPIE AES TINBC .....cooeeeerereeeeersseriessasseussesssesssssessssssesssssssssassssssesssssssssassesssesssssssssassssssesssesssssassssssesssssssssanses
1.3 Das familidre Mammakarzinom
1.3.1 Epidemiologie des familiiren MAMMAKATZINOIMS c....ccoreumrerreerseerseseasssesssesssssasssssssesssessssessssssens 17
1.3.2 Genetische Beratung Und DIAGNOSEIK .........oewercrseerseronsessscssesssssssesssesssssssssassssssessssssssassssssesssssasssanses 18
1.3.3  BRCAL-TUIMOISUPTESSOTGON w.cueerereersrererssrasessssssessssssessssssssssessssssessssssessssssessssssessssssessssssessssssessssssssssessssasees 21
1.3.4 Klinik und Histopathologie des BRCA1-assoziierten MammakarZinOms...........oeenees 23
1.3.5 Therapie des BRAC1-assoziierten MammakQrZINOMS ........cweeorrenseeronserossesisssssssessssessssesassssens 24
1.3.6  PARP (Poly(ADP-Ribose) Polymerase)-INRIDItOTEN ........ucroreeermseusseesssesssesissssssssesssesassesassssens 24
1.4 BRCAT UNA TNBC wcotriiereerreeseerseesssessesessessssesssssssessssessssessssesssssssssessssessessssessssessssesssssssssssssessassssssssssessssesssnees 26
R o 1= T =] | 11 o T N 28
3. Material und Methoden............ueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiine e 29
70 1 G2 o - | PP 29
B B B 01 1 =) 1 1. (o | =) N 29
3.1.2.  MOIEKUIATDIOIOGISCRE KIS ..veureereeereerceressrereenseesssessssassssssesssesssssassssssssssesssssssssassssssesssssssssasssssesssesssssssssanses 30
B0 0 T Y 1 ¥4 1 1 U= 2D 30
3.1.4. Lésungen, Puffer, fiir die Gel-EICKtTOPROTESE ......oveevverrrerrereessserseesssesissssisssesssesssssassssisssessssesassess 30
3.1.5. WAVE® Transgenomic PUffErIOSUNGEN ... rwcronmcrmonmsermmsserismssesismsesssssesssssessmssessmssssassessanees 31
3.1.6.  Primer UNd PYrTIMEIUESIGN ......ocuecereerceressrereeuseesssesssssassssssesssessssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssassesssssssesssssssssasses 31
3.1.7.  VerbrauChSMALETIAIION. ... ceceeeereersscrssirsserssscvsserssisisses s ssesssessses s s ssassesasssssssssssesassssasess 32
B R R € s [ N 33
3.1.9.  Patientenkollektiv und DatenbanKk MACA .......coeronieessercssirssirssisisssiresscssscssssssssssssssesssesasens 33
R F0 N 1 =11 4 Lo Tc =) o TP 34
3.2.1. Die PolymeraseKettenreaRtion (PCR)..... . eronserossseisssesssessssssasssssssssssssesasssssssssssssessssesasess 34
3.2.2.  AGAI0SE-GeleIOKETOPNOT SO c..eereerererissrereeeseersesssrssssssesssesssssssassssssesssssssssassssssesssesssssassesssssssesssssasssanses 35
3.2.3.  Schmelzkurvenanalyse mit dem Light CYcler® 480.......roncrnironsircnscrinscrissirisssirssscrissisinsens 35
3.2.4. Denaturierende Hochleistungsfliissigkeitschromatographie mit WAVE® .....c.ccecerrerennens 38
3.2.5.  SCQUENZICTUING ..ccuorevereereeeriesisseesaseesassesasessssssessssesassssessssesssessssssassssasssssssssssssesassesasssssssssssssesassssssessisssssssesensess 41
3.2.6.  SEALISLISCNE ANALYSON .coveerrrereeeeerser s eeseersessssassssssesssesssssassssss s sesssssssssassssssesssssasssasssssssssesssesssssanses 46
S =1 - =Y o T T 1Y N 47



Inhaltsverzeichnis

4.1. Klinische Daten des Patientenkollektivs und statistische Auswertungen ...........ooeoseeeneens 47
411, KINISCRE DALON.ccouererriiriirteirsscrssirissisissscvsscsissesisses s s csissesassssasss s ssssassssassssassssasssssssssansesassssasess 49
01 r= Y (o) =) o PP 53
4.2.1.  UNDEKANNEE MULALIOMEN coorerrerrereeeerissersissserssssessssssssasesessasesessssssssessssssanssessssssssssssssssssssssesesssssssasssssans 53
4.2.2.  BEKRANNEE MULATIONEN ccerererrerrersaseserisssersasssesssssessssssssasesessasesessssssssssssssassssssssssssssssssssnssesssnesesssssssasssssssns 53
4.2.3. Tabellarische Darstellung der MULALIONE . ... wereresreeessrerssesessesisessisssesssesssesassssssssssssessssesassess 55
4.2.4. Darstellung der Schmelzkurven und der SEQUENZEMN .......cercerorrrrecseersserssssissessesssessssassssssesans 57
4.3, POIYMOTPRISINEN oeureeieeteeeect ettt et s et sess s sse s bbb s e b bbb 66
4.3.1. Gekoppelte Polymorphismen im PatieNtenKOIEKEIV ..........oercerorrrereeseerssersssensenssesssessssassssssesans 67
4.3.2.  Gekoppelte Polymorphismen mit unvollstdndigem Verlauf ... neenseossesonsens 67
4.3.3.  Polymorphismen QUBEIrNAID AES CIUSTET'S .........wcereerrmeressseesssesssesissesissssssssessssessssesassssssssssssessssesasess 68
4.3.4.  UNKIASSIfiZICItE VATTANECN c.u.eeereeertresetreseeris s esaseesissesasssssssssssssessssesassssassssssssesssssssssssasssssssssssssessssesansess 68
4.4, Korrelationen und Kreuztabellen ... sssessssessssessessssessssessssssaes 69
o B =140 1= L= DN 69
4.4.2. Klinische Eigenschaften von Wildtypen und Mutationstrdgern im Vergleich..................... 73
4.5. Statistiken zum Uberleben und rezidivfreien INTEIVall . eeessssesssssssssssssssssssssssssssssssssnes 74
4.5.1.  REZIAIV[TIES UDCIICDEN ..c..eeerrvvvvvrrrrrrrrrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 74
4.5.2. Rezidivfreies Uberleben nach 1, 2 UNd 5 JARTEN ..veeeeeveveveesseeeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssis 75
4.5.3.  ROZIAIVITIUSEET coovrervorrereoeeerisssersisesessasesesissssssasesessasesessssssesasesessasesessssssssssssssssssessssssssssssssssnssessanesesssesssassssssans 75
4.5.4. Kaplan-Meier-Kurven zum progressionsfreie UDErleben . esssssssssssssssssssssssssssssssins 76
45,5, GOSAMUUDOTICDEN c....ereoreriserrireseriseserisssesssssesssssesissssesisesessasesesasssssses s s s ess s s ssas s esesssssssasssssssns 77
4.5.6. Gesamtiiberleben im Verlauf nach 1, 2 Und 5 JANTEN c..cuveeoveerreersrrsserseerseersessiseseisssesssesinsens 77
4.5.7. Todesfille bei Mutationstrdgerinnen und Wildtypen im Vergleich ... cecesreesrernens 78
4.5.8.  Kaplan-Meier-GeSAMUEUDETIEDON ..........wcieoeeeroseerseerssssasssessssesssesassasassssssssessssessssssassssssssssssessssesasess 79
4.6. Regressionsanalysen und prognostisch relevante Parameter fiir das progressionsfreie
Uberleben und das GeSAMUEUDEIIEDEN ......v.vvvvvveceeeeeessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 79
4.6.1. Cox-RegresSion UNA HAZATA-RALIO c.....cerecrorerreesserssesssssesssssesssesssssassssssesssessssssssssssssesssssssssassssssesans 79
4.6.2. Univariate CoOX-RegreSSIONSANALYSCI.....cccrrerrsessesssesssssisssassesssesssssassssssssssessssssssssssssssesssssssssassssssssans 80
4.6.3. Multivariate CoX ReGreSSIONSANALYSON ......cevweereersersverserinsrssesssessssssssssesssesssssssssssssssesssssssssassssssesans 82
4.6.4. Confounder-Effekte in Bezug auf das Gesamtiiberleben und den BRCA1-Mutationsstatus
83
5. DiSKUSSION ..ccoriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinitiiiiiiieteniiisssccssssssssssereeeeeesessssssssssssssssssssssseseseesenens 84
5.1, DiSKuSSi0Nn METhOAIK c.oureereemeerreerseeesseerseessseseessensssessesessessssessssessssssssssssssssssssessssessssesssesssssssasessasssssssssseeeas 84
5.2. Diskussion der klinischen DatenStruKtUL ......oeeeemeereeseseereesssesseeesseessess s ssssssssssssssseeens 86
5.3, BRCAL-MULAtIOMEI couuerureereemseersreesseessseesssesssssssesssseessseessessssessssesssssssssssssesssssssssssssesssssssssesssessssessasessassssssessseeens 89
5.4. Polymorphismen, unklassifizierte Varianten. ... nseesssessessssssssssesssssssssssssssens 94
5.5.  Erweiterung der TeStRITEEIIEM ... ettt e bbb s sssses bbb 96
5.6. Statistische Auswertung beziiglich des Uberlebens und der Prognose von BRCA1-
Mutationstragerinnen und Nicht-Mutationstragerinnen im Vergleich......nnonnncnnennenens 99
5.6.1.  MOUASTASCN covurervereertseeerisseeesisesessaesessssssesassssssassssssssssssssssssssssssssanesessssssesssssssasesesesnesessssssssssssssssssessssesesssssssens 99
5.6.2. Lymphknotenstatus und TumorgréfSe innerhalb des tripel-negativen Kollektivs ............ 100
5.6.3. Familienanamnese und Mutationen innerhalb des KOIIEKLIVS ........cocorerommeersneeerismeersinssens 101
5.6.4.  BRCAI-StALUS UNT AILOT ovurerrerereercriseerisssersisssesssssesissesesissssssasssessnssessssssssssssssassssssnsssssssssssssssssassess 102
5.6.5.  ROZIAIVINUSEET covurervosreriseeerisssessasesessnesessssssssassssssassssssssessssssessssssssssanssessanssesssnsssssssssssssesssssssssssesssssssssaesess 102
5.7.  PrognostiSChe PArameter ... eseeesissssesssessssssessssssss s st s sss s ssssssssas 103
5.8, UDETIEDENSKUTVEN wovvvuuuuuuusussssssseeseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 104
SIS T N s =) ¢ o1 (T} o1t T0) 4 13 o FOPO sSSP 106
5.9.1. ,BRCAness“-Tumortyp innerhalb des sporadisch tripel-negativen/basalen Clusters.....107
5.9.2.  Einsatz klassischer ChemMOtNerADEUEIKQ ........occveeuereeeosrernsirisesrisssesssesassesissssissssssssesssesasssssssssssssesas 111
IR T 1 £ < TP 114
5.9.4. Zielgerichtete Therapie mMit PARP-INNIDIEOTEN ......ceerverreereresrissserssirsserissssissssssssesssesassssassssssssesas 114
5.9.5. PARP UNG TINBC c..ovoeereeeerrseerrssserionesesissssesissssssasssessassssssssesssssssssasssssanssesssssssssssssssnssssssssssssssssssssssanssess 117
5.9.6. BRCA-unabhdngige Wirkungsfelder der PARP-INRIDIEOTEN .....c..ccevverrereensserneerssernsssisessesssenns 118



Inhaltsverzeichnis

6
7
8.
9

10.
11.

ZUSAMMENTASSUNE ...ccevueriiiiiiiiiniiiiiiieineiiiiiieeaneesttneenssssssssrressssssssssenssssssssssssnnssssss 120
Kritik an dieser Studie / AUSDIICK........cccvuveeeiiiiiiireecciiniereeecreeeeeereeeeeeeeeeseneseeseeeennns 123
Literaturverzeichnis ......cooovviiiiiiiiiiiiiieeiec s 124
Abbildungsverzeichnis ........ccceciiiiiieieiiiiiiiiniir e 136
Tabellenverzeichnis .......oovviiiiiiiiiiiiiiii 138
Y] 4T T - 140

III



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

AK
Anklel
Arg
ATM
ATR

BACHI

bel-2
BIC
BARDI1
BRCA1
BRCA2
BRCT
BRIP1
CAMKI1D
CASPS8
CHEK2
CK14
CKS5
CKo6
CMF
cPR
ddNTPs

DGGG

DHPLC
DKG
DNA

Antikorper

ankyrin repeat and LEM domain containing 1
Arginin

ataxia telangiectasia mutated

ataxia telangiectasia and Rad3-related

BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper
transcription factor

B-cell CLL/lymphoma 2

Breast Cancer Information Core
BRCA1-associated RING domain 1

Breast Cancer 1, early onset

Breast Cancer 2, early onset

BRCA1 C Terminus (BRCT) domain

BRCA 1-interacting protein C-terminal helicase 1
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 1
Caspase 8

Checkpoint kinase 2

Cytokeratin14

Cytokeratin5

Cytokeratin6

Cyclophosphamid, Methotrexat, 5-Floururacil
complete pathological response
Didesoxyribonukleosid-Triphosphate

Deutsche Gesellschaft fiir Gynikologie und
Geburtshilfe

Denaturing High Pressure Liquid Chromatography
Deutsche Krebsgesellschaft

Desoxyribonukleinséure

1%



Abkiirzungsverzeichnis

dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate

EC Epirubicin, Cyclophosphamid

EGFR epidermal growth factor Rezeptor

ER Ostrogenrezeptor

ESR1 estrogen receptor 1

FEC 5-Floururacil, Epirubicin Cyclophosphamid

FS Frameshift

GC Gemcitabine, Carboplatin

GCI Gemcitabine, Carboplatin, Iniparib

Glu Glutaminséure

Gly Glycin

GTP Guanosintriphosphat

H2AX Histon H2A

HER?2neu :iilII{OBrlzi ;egée}rlgiilzxgan erythroblastic leukemia
HR Homologe rekombinatiom

HR Hazard ratio

HRM High Resolution Melting

KI Konfidenzintervall

LC Light Cycler

Leu Leucin

LK Lymphknoten

LOH Loss of heterozygosity

LSP1 lymphocyte-specific protein 1

Lys Lysin

MaCa Mammakarzinom

MAP3K1 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1
MLPA Multiplex ligation-dependent probe amplification
MRI Miinchen Rechts der Isar



Abkiirzungsverzeichnis

MRN-Komplex
mRNA
MRT

MS
NB-TNBC
NCBI
NHEJ
NOS

NS
NT-BBC
oS

OvCa

p53
PALB2
PARP
PCA

PCR

PFS

PR

Pr

PTEN

RAP 80

Ser

SNPs

SP
Tag-Polymerase
TNBBC

TNBC

Mrell, Rad50 und Nbsl1
messenger RNA
Magnetresonanztomographie
missense-Mutation

nicht-basaler tripel negativer Brustkrebs

National Center for Biotechnology Information

Nicht-homologe End-zu-End Reparatur
not otherwise specifice
nonsense-Mutation

nicht tripel negativer basaler Brustkrebs
overal survival (Gesamtiiberleben)
Ovarialkarzinom

Tumorsupressorgen p53

Partner and localizer of BRCA2

Poly (ADP-ribose) polymerase
Prostatkarzinom
Polymerasekettenreaktion

Progressionfree survival (progressionsfreies
Uberleben)

Progesteron Rezeptor

Prolin

phosphatase and tensin homolog
receptor-associated protein 80
Serin

single-nucleotide polymorphism
Splicemutation

thermostabile DNA-Polymerase
tripel negativer basaler Brustkrebs

tripel negativer Brustkrebs

VI



Abkiirzungsverzeichnis

TNM
TopBP1
uv
WHO
WT

Tumor, Lymphknoten, Metastasen
DNA topoisomerase 2-binding protein
Ultraviolett
Weltgesundheitsorganistation

Wildtyp

VI



Abstract

Abstract

Hintergrund

Das tripel-negative Mammakarzinom zeichnet sich aufgrund des fehlenden Rezeptorbesatzes
(ER, PR, HER2) und der somit limitierten Therapieoptionen durch eine besonders schlechte
Prognose aus. Da ein Grofteil der BRCAIl-assoziierten Tumore einen tripel-negativen
Phénotyp aufweist, wird in dieser Untersuchung im Umbkehrschluss die Frage nach der
tatsdchlichen Haufigkeit von BRCA1-Mutationstrigerinnen in einem unselektierten tripel-
negativen Kollektiv gestellt. Von groBem Interesse ist hierbei auch die Bedeutung des
Mutationsstatus fiir die Prognose unter dem Aspekt eines moglicherweise verbesserten

Ansprechens auf chemotherapeutische Substanzen.
Methoden

Tumorgewebe von Patientinen mit tripel-negativen Tumoren (n=97) wurde auf das
Vorhandensein von BRCAI1-Mutationen mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse und

Sequenzierung untersucht.
Ergebnisse

BRCA1-Mutationen wurden in 10 Tumorproben nachgewiesen, wobei zwei noch unbekannte
Mutationen identifiziert wurden. Die bereits bekannten Mutationen sind im Zusammenhang
mit hereditdren Brustkrebsfillen beschrieben worden. Eine der bekannten Mutationen konnte
jedoch als rein somatische Mutation klassifiziert werden. Ein prognostischer Vorteil fiir
Mutationstragerinnen konnte nicht nachgewiesen werden. Etablierte prognostische Parameter,
wie Tumorgrofe und Nodalstatus, wurden als unabhdngige Parameter bestitigt. Ein
signifikanter Altersunterschied zwischen den Mutationstragerinnen und dem restlichen

Patientenkollektiv bei Erstdiagnose wurde nicht gefunden.

Zusammenfassung

In dem untersuchten unselektierten tripel-negativen Kollektiv wurde eine BRCAI-
Mutationenfrequenz von 10% ermittelt. Ein Uberlebensvorteil der Mutationstrigerinnen
konnte im untersuchten Kollektiv nicht gefunden werden, was jedoch moglicherweise auf die
kleine Fallzahl und auf nicht erfolgte adjuvante Chemotherapie bei 21% der Patientinnen

zuriickzufiihren ist.
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Einleitung

1. Einleitung

Bei den Tumorerkrankungen der Brust handelt es sich nicht um eine einheitliche Erkrankung,
sondern vielmehr um eine sehr heterogene Gruppe von malignen Neoplasien die das gleiche
Organ betreffen. Daher muss eine Differenzierung aufgrund ihres biologischen Verhaltens,
ihrer Histologie und ihrer klinischen Eigenschaften vorgenommen und eine Einteilung in
verschiedenen Subgruppen durchgefiihrt werden. Eine dieser Subgruppen wird von denen als
tripel-negativ klassifizierten Mammakarzinomen gebildet, welche den zentralen Gegenstand
der im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Untersuchungen darstellen. In Deutschland
handelt es sich bei ungefahr 15% der klassifizierten Mammakarzinome um tripel-negative
Tumoren, woraus sich besondere Konsequenzen fiir die Therapie, das Risikoprofil und die
Prognose ableiten lassen. Jedoch ist es zum Verstindnis der Besonderheiten des tripel-
negativen Brustkrebses wichtig, die Eigenschaften des Mammakarzinoms im Allgemeinen

und im Vergleich zu rekapitulieren.

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Die Tumoren des Brustdriisenkdrpers sind mit einer Neuerkrankungsrate von 58.000 Frauen
pro Jahr, und einem relativen Anteil von 29%, nach Statistiken des Robert-Koch- Instituts die
hiufigste Krebserkrankung der Frau. Hierbei liegt das mittlere Erkrankungsalter aller
Brustkrebsubtypen bei 64 Jahren (Robert-Koch-Institut 2011). Das Lebenszeitrisiko fiir eine
Frau an Brustkrebs zu erkranken kann somit auf ungefihr 12% geschitzt werden (R.
Kreienberg 2008). Trotz einer auBerordentlich guten 5-Jahres-Uberlebensrate von 83%-87%
stellt das Mammakarzinom mit circa 17.455 Todesféllen pro Jahr die hiufigste tumorbedingte
Todesursache der Frau dar (R. Kreienberg 2008). Dies entspricht in etwa einer
brustkrebsbedingten Mortalitit von 17% (Kiechle 2007). Diese epidemiologischen Daten
weisen auf die Bedeutung der Pridvention, Diagnostik, und Therapie dieser malignen
Erkrankung hin, und stellen die Notwendigkeit der weiteren Erforschung der malignen
Neoplasien des Brustdriisenkorpers dar. Um eine weitere Verbesserung der Versorgung
erzielen zu konnen ist dabei von entscheidender Bedeutung, die heterogene Gruppe von

Tumoren des Brustdriisenkorpers und deren Besonderheiten besser zu verstehen.



Einleitung

1.1.2 Karzinogenese des Mammakarzinoms

Die Entstehung des sporadischen Mammakarzinoms findet auf der Grundlage einer
multifaktoriellen Genese statt, bei der zahlreiche endogene sowie exogene Verdnderungen
schlieBlich zu der Entstehung einer malignen Zelle fiihren. Dabei sind vor allem hormonelle
Faktoren, der Lebensstil sowie die genetische Belastung eines Individuums, aber auch
physikalische und chemisch-toxische Einfliisse von Bedeutung. Die auf den Organismus
einwirkenden Faktoren fithren auf molekulargenetischer Ebene zur Entstehung von malignen
Zellen. Dabei wird von einer mehrstufigen Entwicklung ausgegangen, die Beckmann et al.

mit dem Konzept der Mehrschritt-Karzinogenese erkléren.

Modell der Mehrschritt-Karzionogenese des Mamma-Karzinoms

Normale Epithelzelle

DNA-Schiden im Erbgute:
Gentische Prﬁdis}eosition,

Physiologische
Wacshtumsfaktoren:

z.B. BRCA1, BRCAZ, p53, o - z.B. EGF, TGF, IGF
HRAS1. AT, Rb

/v v\
Spontane DNA-Schiden: Hormon-Regulation:
Mutationen, Deletionen, Zellproliferation z.B. 6strogen, Progesteron,
Insertionen, Prolaktin,

Translokationen,
Amplifikationen

Proliferationsfaktoren:
Wachstumsfaktoren/-
Rezeptoren, Onkogene, z.B.
p-e;bB-Familie. c-myc, ras,
int!

Steroidhormonrezeptoren
(ER, PgR)

Zellzyklus-Regulation:
z.B. Rb, cdk-Familie, P16,
WAF1, p53

Adhisionsmolekiile:
z.B. E-Cadherine, CAM’s

Angioienesefaktoren:
z.B. FGF, APF

Invasionsfaktoren:
Proteasen, z.B. uPA,
Cathepsin D, B,
Kollagenasen I-VI

Invasives Karzinom

Metastasierung:
z.B NMEL, Intergrine, cd44

Zirkulierende
Tumorrzellen

Fernmetastsasen

Abbildung 1: Modell der Mehrschritt-Karzinogenese nach Beckmann (Beckmann, Niederacher et al. 1997)
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Eine Transformation einer intakten sich teilenden Zelle flihrt durch iiber einen lidngeren
Zeitraum akkumulierende genetische Verdnderungen zur Entwicklung einer Tumorzelle. Bei
diesem Prozess spielen vor allem Verdnderungen von wichtigen am Zellzyklus beteiligten
Genen eine grof3e Rolle, die so zur Enthemmung der Proliferationskontrolle fiihren. Es kommt
zur Entstehung eines Karzinoma in situ, das zunichst noch bestehende feingewebliche
Grenzen beachtet, sich dann aber durch weitere genetische Veridnderung zu einem invasiv
wachsenden Tumor entwickeln kann. Auf molekularbiologischer Ebene sind die bereits
angesprochenen vulnerablen Gene der Zellzykluskontrolle in zwei Gruppen einzuteilen. Die

Protoonkogene sowie die Tumorsupressorgene.

Protoonkogene
Protoonkogene codieren fiir die Zelle wichtige wachstumsfordernde Proteine, die innerhalb

des physiologischen Zellzyklus fiir die Induktion der Zellproliferation verantwortlich sind
(Wachstumsfaktoren, ~Wachstumsfaktorenrezeptoren, GTP- bindende Proteine und
Zellkernproteine). Kommt es jedoch nun z.B. durch mutationsinduzierte Amplifikationen zu
einer Uberexpression solcher mitogenen Gene, kann ein ungehemmtes Wachstum induziert

werden.

Tumorsupressorgene
Die Tumorsupressorgene codieren hingegen fiir Proteine, welche so genannte ,,Gatekeeper

Funktionen iibernehmen. Sie kontrollieren Zellzyklusabldufe, induzieren die sogenannte
Apoptosen und sind an DNA Reparaturprozessen, Transkription und Signaltransduktion
beteiligt. Kommt es durch Mutationen zur Inaktivierung von Tumorsupressorgenen, kann
ebenfalls eine unphysiologische Zellproliferation angestoen werden. Da in jeder Zelle zwei
Allele der Tumorsupressorgene vorliegen und somit zwei intakte Genkopien zur
Transkription zur Verfligung stehen, ist eine isolierte Verdnderung zundchst rezessiv. Es
miissen daher zur vollstindigen Inaktivierung eines Tumorsupressorgens zwei mutagene
Ereignisse stattfinden, welche die DNA nachhaltig verdndern. Diese Theorie wurde erstmals
1971 durch den amerikanischen Genetiker Alfred G. Knudson postuliert, der durch Studien
am Retinoblastom charakteristische Abldaufe nachvollziehen konnte (Knudson 1971). Dabei
konnen die beschriebenen Verdnderungen, die zundchst zu einem Verlust der Heterozygotie
fithren und schlieBlich einen kompletten Ausfall des betroffenen Gens verursachen, sich iiber
zwei denkbare Wege ereignen. Im Laufe eines Menschenlebens kénnen zwei unabhéngige
somatische Mutationen in demselben Tumorsupressorgen zu dessen Ausfall fithren und somit

die Entstehung einer Neoplasie begiinstigen. Wird nun aber bereits eine Mutation in einem
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Tumorsupressorgen vererbt, liegt also eine Keimbahnmutation vor, so ist das Risiko, durch
eine weitere somatische Mutation einen Funktionsverlust des betroffenen Gens zu erwerben,
erhoht. Auch das Risiko im Laufe des Lebens an einer malignen Neoplasie zu erkranken
steigt. Zwei der wichtigsten Tumorsupressorgene die diese Theorie verdeutlichen sind die
Breast-Cancer-related-Gene BRCAlund BRCA2, die bei der Entstehung von hereditdrem

Brustkrebs von zentraler Bedeutung sind.

1.1.3 Klassifizierung der Mammakarzinome

Wie bereits erwdhnt handelt es sich bei den malignen Neoplasien der Brustdriise um
verschiedene Typen, die sich in Threr Morphologie, Histologie und Mirkobiologie
unterscheiden. Die Klassifizierung der unterschiedlichen Brustkrebsformen konnte im Laufe
der Zeit auf der Grundlage immer neuer wissenschaftlicher Erkenntnisse weiterentwickelt
werden. Friiher stand die Einteilung nach histopathologischen Aspekten der Karzinome, also
der von Epithelzellen ausgehenden Tumoren, im Vordergrund. Auch heute werden alle
Tumorgewebe der feingeweblichen Untersuchung zugefiihrt und eine Einteilung findet
entsprechend den von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) festgelegten Kriterien anhand
der nachfolgenden Klassifizierung statt. Die invasiv-duktale Form stellt dabei die hédufigste

Entitét dar.
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WHO-Klassifikation der invasiven Mammakarzinome (WHO 2003)

Invasives duktales Karzinom, not otherwise specified, (NOS)
- Gemischter Typ - Pleomorphes Karzinom
- Karzinom mit osteoklastenartigen Riesenzellen
- Karzinom mit chorionkarzinomartigen Merkmalen
- Karzinom mit melanotischen Merkmalen
Invasives lobuldres Karzinom
Tubulédres Karzinom
Invasives kribriformes Karzinom
Medulldres Karzinom
Muzindses Karzinom und andere Muzin-reiche Tumoren
- Muzinéses Karzinom
- Zystadenokarzinom und zylinderzelliges muzindses Karzinom
- Siegelringzell-Karzinom
Neuroendokrine Tumoren
- Solides neuroendokrines Karzinom
- Atypischer Karzinoidtumor
- Kleinzelliges Karzinom
- Grof3zelliges neuroendokrines Karzinom
Invasives papilldres Karzinom
Invasives mikropapilldres Karzinom
Apokrines Karzinom
Metaplastische Karzinome
- Rein epitheliale metaplastische Karzinome

. Plattenepithelkarzinom

. Adenokarzinom mit Spindelzell-Metaplasie
. Adenosquamdses Karzinom

. Mukoepidermoides Karzinom

- Gemisches epithelial-/mesenchymales metaplastisches Karzinom
Lipidreiches Karzinom
Sekretorisches Karzinom
Onkozytéres Karzinom
Adenoid-zystisches Karzinom
Azinuszell-Karzinom
Glykogenreiches Klarzellkarzinom
Sebazedses Karzinom
Inflammatorisches Karzinom

Tabelle 1: Histologische Einteilungen der invasiven Mammakarzinome, entnommen den S3 Leitlinien der DKG und
der DGGG 2012 (e.V 2012)

Durch die Einfiilhrung immunhistochemischer Techniken konnten neue Erkenntnisse
beziiglich der Oberflicheneigenschaften von Tumorzellen generiert werden. Daraus ergaben
sich auch erstmals wichtige Erkenntnisse fiir gezielte Therapieoptionen und Prognosen. Heute
werden alle Tumorgewebe immunhistochemisch aufgearbeitet. Dabei wird der Besatz der
Tumorzellen mit Progesteron-, und Ostrogenrezeptoren untersucht, sowie die Expression des
Wachstumsfaktorrezeptors HER2-neu ermittelt. Grundsétzlich lassen sich demnach
hormonrezeptor-positive und negative sowie HER2-positive und negative Tumoren

unterscheiden.
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Aufgrund der unterschiedlichen Reaktionsweisen und Muster der verschiedenen Tumoren der
Brustdriise, schienen die bisher getroffenen Klassifizierungen die Multiplizitét jedoch nicht zu
erfassen und Unterschiede in Verlauf und Prognose nicht zu erkldren. Daher wurde im Jahre
2000 durch Perou et al. erstmals eine weitere Unterteilung eingefiihrt, die sich auf die
Ergebnisse molekularbiologischer Expressionsstudien stiitzt (Perou, Serlie et al. 2000). Die
durch Miccroarry-Studien gewonnen Daten beziiglich des 500 Gene umfassenden
Expressionsmuster der Brustkrebstumorzellen fiihrten zur Unterscheidung von fiinf
intrinsischen Subtypen (Bertucci, Finetti et al. 2008). Wobei zwischen zwei hormonrezeptor-
positiven und drei hormonrezeptor-negativen Gruppen zu unterschieden ist (Serlie, Perou et

al. 2001) .

Fiinf intrinsische Subtypen der Mammakarzinome

* luminal A (ER+ und/oder PR+, HER2-)

* luminal B (Er+ und/oder PR+, HER2+)

* basal like (ER-, HER2-, cytokeratin 5/6+ und oder/ HER1+)

* HER-2-Expression (HER2+, ER-, PR-)

* Unklassifizierte Variante, entspricht den Mustern der normalen
Brustzelle, man geht von einer Uberreprisentation normaler Zellen

aus.

Abbildung 2: Intrinsische Subtypen des Mammakarzinoms nach Bertucci (Bertucci, Finetti et al. 2006)

In der Routinediagnostik wird bisher auf die Durchfiihrung der doch recht aufwendigen
Expressionsanalysen verzichtet, fiir molekularbiologische Forschung und das Verstindnis von
Genotyp/Phinotyp-Korrelationen sind sie von auBlerordentlicher Bedeutung. Auf der
Grundlage dieser Stratifizierungen treten zwei sich zum Teil iiberlappende Gruppen in den
Vordergrund, die sich durch die fehlende Uberexpression der Rezeptortypen auszeichnen; Der

so genannte tripel-negative Brustkrebs, respektive der basale Subtyp.
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1.2 Tripel-negativer Brustkrebs (TNBC)

1.2.1 Definition des tripel-negativen Brustkrebs

Das tripel-negative Mammakarzinom ist gekennzeichnet durch eine negative Definition, das
heit, es zeichnet sich durch das Fehlen von Ostrogen- und Progesteronhormon-Rezeptoren
aus, sowie die mangelnde Expression des Wachstumsfaktor-Rezeptoren HER2. Bei dieser
Einteilung handelt es sich, wie bereits beschrieben, um eine Klassifizierung, die mit Hilfe
immunhistochemischer Routinediagnostik im klinischen Setting vorgenommen wird (de

Ruijter, Veeck et al. 2011)

1.2.2 Unterscheidung zwischen dem tripel-negativen und dem basalen Brustkrebs

Auf der Grundlage der zwei beschriebenen Systematiken, die nach intrinsischen Subtypen
oder dem Hormonrezeptorstatus klassifizieren, bestehen zwei zum Teil {berlappende
Gruppen, die Tumoren des basalen und des tripel-negativen Subtyps. Karzinome, welche dem
basalen intrinsischen Subtyp zugeordnet werden, bilden den grofiten Anteil der tripel-
negativen Mammakarzinome. Daher werden hédufig die Begriffe des basalen und des tripel-
negativen Brustkrebs synonym verwendet, ungeachtet der unterschiedlichen Definitionen.
Eine exakte Abgrenzung ist jedoch von groBler Bedeutung. Die Klassifizierung eines Tumors
als basal beruht auf der Durchfiihrung von Gen-Expressionsanalysen mittels Miccroarry-
Technik und fiihrt zu einer Beschreibung des molekularen Phénotyps, wobei sich die
Definition des tripel-negativen  Brustkrebses auf  klinisch-immunhistochemische
Untersuchungen stiitzt. Der tripel-negative- und der sogenannte ,basal-like“-Brustkrebs
bilden zwar eine recht groe Schnittmenge und weisen viele Gemeinsamkeiten auf, jedoch
liegt keine vollstindige Konkordanz vor. Bertucci et al. fanden durch Metaanalysen heraus,
dass ca. 71% der TNBC vom basalen Phénotyp sind (Bertucci, Finetti et al. 2008). Zu
beachten ist, dass basale Tumoren durchaus auch eine Expression von Hormonrezeptoren
zeigen konnen und somit per Definition nicht mehr tripel-negativ sind (Rakha, Tan et al.
2007). Diejenigen 30% der TNBC, die kein basales Expressionsmuster zeigen (NB-BBC),
bilden wiederum eine inhomogne Gruppe von Tumoren, die unter anderem den ,,claudin-low*

Subtyp enthilt (mit 5%) (Herschkowitz, Simin et al. 2007, Carey 2011).
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Die folgende Darstellung setzt sich mit einer moglichen Entwicklung der beiden Subtypen
und einer bestehenden Verbindung auseinander. De Ruijter entwickelte ein Modell, das davon
ausgeht, dass bei der Entstehung des basalen tripel-negativen Brustkrebses Verdnderungen im
BRCA-Pathway von =zentraler Bedeutung sind. So besteht die Mboglichkeit, das
Verinderungen im BRCA1-Gen zum TNBBC (tripel-negativen Brustkrebs vom basalen
Subtyp) fiihren. Die daraus resultierende genetische Instabilitit konnte wiederum
Verdnderungen induzieren, die bei einem Teil der Tumoren zur Entwicklung des NTN-BBC
(nicht tripel-negativen basalen Brustkrebs) fiihren, zum Beispiel durch HER2 Uberexpression

(de Ruijter, Veeck et al. 2011).

BBC N-BBC
I - ¥
Einschrankung der Einschrankung der Einschrankung der
Homologen- Homologen- Holmologen
Rekombination durch <+ Rekombination durch Rekombination
Veranderungen im Veranderungen im aufgrund zufalliger
BRCA1-Pathway; HER2 BRCA1-Pathway Mutationen
Amplifikation aufgrund
zufalliger Mutationen
v )
4
NTN-BBC TNBBC NB-TNBC
NTN-BBC TNBBC NB-TNBC

Abbildung 3: Darstellung einer méglichen Verbindung der beiden Subtypen in Anlehnung an die von de Ruijter et al.
ausgearbeitete Darstellung. Folgende Abkiirzungen werden verwandt: BBC= basale Brustkrebs; TNBBC = tripel-
negative Brustkrebs vom basalen Subtyp, NB-TNBC= nicht-basale aber tripel-negative Brustkrebs (de Ruijter, Veeck
et al. 2011)
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Zudem geht man davon aus, dass der basale intrinische Subtyp aus wenig differenzierten
Vorlaufer-Stammzellen der myoepithelialen Zellen hervorgeht (Dairkee, Puett et al. 1988,
Sarrio, Rodriguez-Pinilla et al. 2008) und so charakteristische Merkmale dieser
Zellpopulation aufweist. Durch Expressionsanalysen, die mehr als 1000 Gene untersuchten,
konnte ein spezifisches Expressionsmuster fiir das basale Cluster zusammengesetzt werden
(Perou, Serlie et al. 2000). Von besonderer Bedeutung sind dabei die Expression der basalen
Cytokeratine CK5, CK6 und CK14 sowie die des Wachstumsfaktorrezeptors EGFR (HER1),
des Tyrosinkinase-Rezeptors C-kit, des Vimentin sowie einiger weiterer basaler Marker
(Sorlie, Tibshirani et al. 2003, Nielsen, Hsu et al. 2004). Bei Tumoren des basalen Subtyps
liegen hdufig Mutationen des Tumorsuppressors p53 vor. Zudem zeigen sich Zeichen der
genomischen Instabilitdt, wie zum Beispiel die Haufung von Kopienzahlveranderungen
(Perou, Serlie et al. 2000, Hu, Stern et al. 2009). Die genaue Klassifizierung der beiden
Subtypen ist vor allem fiir die prognostische Bewertung und im Hinblick auf neue
therapeutische Ansdtze von Relevanz. Tripel-negative Tumore, die auch einen basalen
Phinoptyp aufweisen, haben eine schlechtere Prognose als die des tripel-negativen, jedoch
nicht basalen Phanotyps (Serlie, Perou et al. 2001, Rouzier, Perou et al. 2005). Es zeigt sich
sogar, dass tripel-negative Tumore, die kein basales Expressionsmuster zeigen (NB-TNBC),
eine bessere Prognose trotz geringeren Ansprechens auf adjuvante Chemotherapie aufweisen
(Rouzier, Perou et al. 2005). Da jedoch in der aktuellen Literatur sowie den klinischen und
molekularbiologischen Studien nicht immer exakt zwischen den beiden Klassifikationen
unterschieden wird oder Ergebnisse nur zu einem Typ vorliegen, sollen im weiteren Verlauf
dieser Dissertation beide Varianten mit einbezogen, jedoch immer ausdriicklich benannt

werden.

1.2.3 [Epidemiologie und Risikofaktoren des TNBC

Ungefdhr 10%-17% der klinisch klassifizierten Mammakarzinome sind dem tripel-negativen
Subtyp zuzuordnen. Das mittlere Erkrankungsalter dieses Subtyps liegt bei 57 Jahren.
Patientinnen, die an einem tripel-negativen Mammakarzinom erkranken, sind somit jiinger
und befinden sich deutlich hdufiger in der primenopausalen Lebensphase als Patientinnen, die
an hormonrezeptor-positiven Subtypen erkranken (Carey, Perou et al. 2006). Fiir das tripel-
negative Mammakarzinom besteht ein spezielles Risikoprofil, das sich von dem anderer
Brustkrebstypen unterscheidet. Auswertungen der Carolina Breast Cancer-Studie konnten
zeigen, dass hidufiger Frauen afroamerikanischer Abstammung vom tripel-negativen

Mammakarzinom betroffen sind (Carey, Perou et al. 2006, Bauer, Brown et al. 2007). Der
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Einfluss endogen hormoneller Faktoren (friih einsetzende Menarche und ein spétes
Klimakterium) ist sowohl fiir die Entstehung des hormonrezeptor-positiven als auch fiir die
Entwicklung des tripel-negativen Mammakarzinoms von Bedeutung. Im Gegensatz zu den
hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen wirkt sich jedoch eine hohe Anzahl von
ausgetragenen Schwangerschaften und ein junges Alter bei Erstschwangerschaft negativ auf
das Risikoprofil aus (Yang, Pfeiffer et al. 2007, Yang, Sherman et al. 2007, Millikan,
Newman et al. 2008, R. Kreienberg 2008). Die protektive Wirkung des Stillens wird zum Teil
widerspriichlich gerade fiir hormonrezeptor-positive Mammakarzinome diskutiert. Ein Effekt
konnte erst ab einer recht hohen Anzahl von gestillten Kindern auftreten. Fiir das tripel-
negative Mammakarzinom konnte jedoch belegt werden, dass sich lange Stillperioden sowie
die Anzahl der gestillten Kinder positiv auf das Risikoprofil auswirken (Yang, Sherman et al.
2007). Eine medikamentdse Unterdriickung der Laktation sowie ein erhohter Taille-Hiifte
Umfang (waist-hipp-ratio) erhdhen hingegen das Risko an triple-negativen Brustkrebs zu
erkranken. Weitere Risikofakoren sind die Einnahme von oralen Kontrazeptiva (Dolle, Daling
et al. 2009), ein geringer soziodkonomischer Status und das Vorliegen eines metabolischen

Syndroms (Maiti, Kundranda et al. 2010).

1.2.4 Histologische und molekularbiologische Eigenschaften des TNBC

Tumore des tripel-negativen Subtyps zeigen zumeist ein charakteristisches histologisches
Muster. Uberdurchschnittlich hiufig, in bis zu 90% der Fille, treten wenig differenzierte
high-grade Tumore (G3) vom invasiv ductalen Typ auf (Lakhani, Reis-Filho et al. 2005,
Fulford, Easton et al. 2006). Zudem kommen sowohl die medullédre als auch metaplastischen
histologischen Subtypen hédufig in der Gruppe der tripel-negativen Tumore vor (Rakha, Putti
et al. 2006). Es zeigen sich vermehrt Nekrosen, lymphozytire Infiltrationen des umgebenden
Gewebes, sowie invasives nicht infiltratives Wachstum und hohe Mitoseraten (Jones, Nonni
et al. 2001, Foulkes, Brunet et al. 2004, Potemski, Kusinska et al. 2005, Fulford, Easton et al.
2006, Rakha, Putti et al. 2006). Auch Tumore, die im Speziellen dem basalen Subtyp
zugeordnet sind, zeigen eine Entdifferenzierung (88%)(Bertucci, Finetti et al. 2008).
Molekularbiologische Untersuchungen konnten zudem zeigen, dass die tripel-negativen
Tumore ein sehr agressives Expressionsprofil aufweisen. Es zeigen sich eine geringe
Expression von bcl-2, einem an der Apoptose beteiligten Protein und eine verstérkte
Expression des Tumorsupressors p53 und des an der Regulation des Zellzyklus beteiligten

Ki67(Foulkes, Brunet et al. 2004, Fulford, Easton et al. 2006).
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1.2.5 Diagnostik des TNBC

Aufgrund des sehr aggressiven Wachstums manifestiert sich der TNBC héufig als
sogenannter ,,Intervall-Krebs* (Collett, Stefansson et al. 2005), das bedeutet, dass er zwischen
zwei vorsorgenden Mammographieuntersuchungen diagnostiziert wird. Daher werden tripel-
negative Tumore auch iiberdurchschnittlich hiufig durch Tastuntersuchungen entdeckt.
Zudem zeigt sich der TNBC meist unifocal und als groBe Lision. Im MRT zeigen sich
randstidndige Kontrastmittelanreicheungen und in der T2-Wichtung wird eine starke
intratumorale Signalintensitdt beobachtet. Es besteht die Annahme, dass aufgrund der MRT-
Daten eine prognostische Einschitzung tiber den Erfolg einer neoadjuvanten Therapie

vorgenommen werden kann (Gluz, Liedtke et al. 2009).

1.2.6 Rezidivmuster und Metastasierung

Auch das Rezidivverhalten der tripel-negativen Tumore unterscheidet sich von dem anderer
Mammakarzinome. Vor allem innerhalb der ersten drei Jahre werden beim tripel-negativen
Brustkrebs Rezidive beobachtet. Dabei handelt es sich hdufig um viszerale Metastasen und
seltener um Lokalrezidive. Metastasen treten dabei vor allem in Weichteilorganen wie Lunge,
Leber und auch dem Gehirn auf und auffillig seltener im Knochen, im Vergleich zu
hormonrezeptor-positiven Tumoren. Bedeutend ist auch, dass nicht nur das Risiko eines
Rezidivs erhoht ist, sondern auch das Risiko an diesem Rezidiv zu sterben (Mersin, Yildirim
et al. 2008). Allerdings ist bemerkenswert, dass das Rezidivrisiko nach 5 Jahren unter dem

von hormonrezptor-positiven Tumoren liegt (Carey 2011).
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Abbildung 4: Rezidivverhalten der tripel-negativen Tumoren im Vergleich zu hormonrezeptor-positiven Tumoren.
Deutlich zu sehen, ein erhohtes Risiko innerhalb der ersten 5 Jahre fiir Patientinnen mit einem tripel-negativem
Tumor im Vergleich zu anderen Subtypen. Dann, nach besagten Zeitraum Angleichung der Risiken zu erkennen. Die
Abbildung entstammt der American Association for Cancer Research . (Carey 2011)
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1.2.7 Prognose des TNBC

Patientinnen, die an einem tripel-negativen Mammakarzinom erkranken, haben eine
signifikant schlechtere Prognose als Patientinnen hormonpositiver Subtypen (Nofech-Mozes,
Trudeau et al. 2009). Die 4-Jahre Uberlebensrate der an einem tripel-negativen
Mammakarzinom erkrankten Frauen liegt bei 85,5% im Vergleich zu 94,2% bei Frauen mit
nicht tripel-negativen Tumoren (Rhee, Han et al. 2008). Daher sind auch {iberproportional
viele Sterbefdlle und fortgeschrittene Erkrankungen auf die tripel-negativen Tumore
zuriickzufiithren (Carey 2011). Ungefdhr 25% aller Brustkrebs assoziierten Sterbefille treten
in der Gruppe der TNBC auf. Dabei stellt die Erkrankung an einem triple-negativen Tumor an
sich einen unabhdngigen Risikofaktor dar, der nicht mit dem Lymphknotenstatus, der
Behandlung oder der Tumorgrofe korreliert (Carey, Perou et al. 2006). Es werden sowohl
beim tripel- negativen als auch beim basalen Subtyp hiufig groBe Tumore mit einer Grofie
von liber 2 cm mit geringgradiger Differenzierung gefunden. Paradoxerweise korreliert die
TumorgroBe nicht positiv mit dem Lymphknotenbefall. Auch schon bei kleinen Tumoren
kommen Lymphknotenmetastasen vor. Bei anderen Mammakarzinomen hingegen, ldsst die
TumorgroBe Riickschliisse auf die Wahrscheinlichkeit der Lymphknotenmetastasierung zu.
Es bestehen zudem Hinweise, dass die schlechte Prognose vor allem auf den Anteil an
basalen Tumoren innerhalb der Gruppe der tripel-negativen Tumoren zuriickzufiihren ist
(Sorlie, Tibshirani et al. 2003, Nielsen, Hsu et al. 2004, Carey, Perou et al. 2006). Dies wird

auch durch nachstehende Grafik vermittelt.

24/FR

Prevalence was luminal A=51%, luminal B=16%, basal-lke =20%, HER2 + /ER~-=7%, and undassified =6%

Abbildung 5: Uberlebenskurven der fiinf intrinischen Subtypen, im Rahmen der Carolina Breast Cancer Study.
Gruppierur.l.g anhand der immunhistochemisch bestimmten intrinischen Subtypen. Hierbei erkennt man einen
deutlichen Uberlebensnachteil fiir Patientinnen mit einem negativen Hormonrezeptorstatus (Carey, Perou et al.
2006).
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Neben dem basalen Subtyp =zeigte auch ein weiteres
Mammakarzionom, der HER2-positive- Subtyp, einen prognostisch ungiinstigen Verlauf.
Jedoch besteht gerade fiir diese Gruppe im Gegensatz zu den tripel-negativen Tumoren eine
gezielte und suffiziente Therapieoption mit dem HER2-Antikdrper Trastuzumab, der die
Prognose fiir betroffene Patientinnen deutlich verbessert. Zwar sprechen basale und tripel-
negative Tumore grundsitzlich auf eine Therapie mit Chemotherapeutika an, das
Rezidivrisiko bleibt flir diese Frauen jedoch weiter erhoht. Frauen mit hormonrezeptor-

positiven Tumoren weisen hingegen deutlich geringere Rezidivraten auf wie die nachstehende

Grafik verdeutlicht.

Ostrogenrezeptor-negatives

Hinweis auf Fernmetastasen

-> ermitteltes Rezidivrisiko ohne Therapie 60%

|
Y

Wenn ER oder PG+
zusatzlich Chemo-
und Hormontherapie

Rezidivrisiko < 25%

|
¥

Wenn HER2+
zusatzlich
Chemotherapie und
Herceptin

50 jahrige Frau mit einem mittelgradig differenzierten; 3,5cm grofien
infiltrativen dukralen Mammakarzinom; drei positive Lyphknoten; kein

Wenn TNBC und
Chemotherapie

|
Y

Rezidivrisiko <25%

Rezidivrisiko 30-40%

Abbildung 6: Rezidivrisiken nach adjuvanter Chemotherapie bei verschiedenen Subtypen im Vergleich,
Abkiirzungen; PG= Progesteron-Rezeptor positiv, EG= Ostrogenrezeptor positiv, TNBC = tripel-negative Brustkrebs

(Carey 2011)
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1.2.8 Therapie des TNBC

Obwohl sich der tripel-negative Brustkrebs vielfach von den anderen Brustkrebssubtypen
unterscheidet, werden bei dessen Behandlung die gleichen konventionellen Therapieregime
eingesetzt. Gezielte Therapieoptionen wie die antihormonelle Therapie oder der Einsatz des
Antikorpers Trastuzumab sind aufgrund der fehlenden Rezeptoren wirkungslos. Die Prognose
des tripel-negativen Brustkrebses ist schlecht. Daher besteht grofes wissenschaftliches
Interesse an einer Verbesserung der bestehenden und Erforschung neuer Therapiestrategien

fiir das tripel-negative Mammakarzinom.

Zunichst steht, wenn moglich, die Exzision des Tumorbefunds im Vordergrund. Bei
brusterhaltender Operationstechnik wird wie bei allen Brustkrebssubtypen eine adjuvante
Bestrahlung angeschlossen. Dabei werden die gesamte restliche Brust und die Thoraxwand
mit insgesamt 50 Gy bestrahlt, wobei 5 mal pro Woche 1,8-2,0 Gy appliziert werden, bis die
vollstindige Dosis erreicht ist (Clarke, Collins et al. 2005). Eine zusétzliche Boost-
Bestrahlung mit 16 Gy ist moglich (Antonini, Jones et al. 2007). Auch nach durchgefiihrter
Mastektomie und bei hohem Lokalrezidivrisiko (T3/T4, N+, keine RO Resektion) sollte eine
adjuvante Bestrahlung der Brustwand durchgefiihrt werden (Clarke, Collins et al. 2005,
Gebski, Lagleva et al. 2006, Shafiq, Delaney et al. 2007).

Anhand des ermittelten Risikoprofils, das fiir tripel-negative-Tumoren als hoch einzuschétzen
ist, wird gemdl dem St. Gallenkonsensus eine adjuvante oder neoadjuvante
Polychemotherapie durchgefiihrt. Es hat sich gezeigt, dass tripel-negative Tumore gut auf
Therapieschemata ansprechen, die Anthrazykline und/oder Taxane enthalten (Rouzier, Perou
et al. 2005, Carey, Dees et al. 2007, Wang, Yang et al. 2009). Zum Einsatz kommen z.B.
Regime wie FEC oder EC. Bemerkenswerterweise zeigt sich, dass es gerade im
neoadjuvanten Setting iiberméBig hdufig zu kompletten pathologischen Remissionen (cPR)
bei den tripel-negativen Tumoren kommen kann (Liedtke, Mazouni et al. 2008). Patienten, die
nach neoadjuvanter Therapie ein komplettes pathologisches Ansprechen zeigen, haben
ungeachtet des Subtyps eine sehr gute Prognose. Fiir Therapieversagen ist die Prognose
weiterhin schlecht. Insgesamt jedoch zeigt sich bei TNBC ein kiirzeres Gesamtiiberleben und
rezidivfreies Intervall als bei den hormonrezeptor-positven Subtypen. Man spricht daher von
dem tripel-neagtiven Paradoxon, auf das im Rahmen der Diskussion gezielt eingegangen

werden soll.
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Gingige Chemotherapieregime in der Behandlung des Mammakarzinoms:

FEC: 5-Fluoruracil, Epirubicin, Cyclophophamid
EC: Epirubicin, Cyclophophamid
CMEF: Cyclophosphamid, Methotrexat, 5-Fluoouracil

Taxane:Paclitaxel oder Docetaxel auch als Monotherapie bei Lymphknotenbefall

10 T Yo |

sl }p2 % TNBC/basal-like, wenn komplette
\ e, 4% < pathologische Remissionsrate erreicht wird,
P deutlich verlingertes Uberleben

07 - )
o H

0.6 .

. . e -

PCRTN —
054 Re NA

- R TNBC/basal-like, wenn kein
0.4 T 1 T T Y 1 Ansprechen deutlich reduziertes
| ! ? d 4 5 o A Uberleben im Vergleich zu nicht-TNBC
(Carey 2011)

Abbildung 7: Ansprechen der tripel-negativen/basalen Tumoren nach neoadjuvanter Chemotherapie im Vergleich zu
den nicht tripel-negativen Tumoren. Die Abbildung wurde dem J Clin Oncol 2008;26:1275-1281 entnommen.

In den letzten Jahren wurden auf Grund der schlechten Prognose des tripel-negativen
Mammakarzinoms neue Therapieoptionen erprobt und sind Gegenstand klinischer Studien.
Neue Optionen zur Verbesserung der Therapiestrategien fiir das tripel-negative
Mammakarzinom sollen im Folgenden kurz dargestellt, im Rahmen der Diskussion jedoch

weiter ausgefiihrt werden.
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Platinhaltice Chemotherapieregime

Carboplatin und Cisplatin sind DNA-interkalierende Substanzen, die direkt an die DNA
binden kénnen und so Doppelstrangbriiche verursachen (Kelland 2007).

EGFR-Inhibitoren

Ungefahr 60% der TNBC zeigen eine vermehrte EGFR Expression (Nielsen, Hsu et al.
2004). Der EGFR-Rezeptor ist zudem Teil des basalen Clusters und scheint unter
anderem verantwortlich fiir eine schlechtere Prognose (Miller, Wang et al. 2007). Es liegt
daher nahe, den EGF-Rezeptor als gezielten Angriffspunkt fiir therapeutische Strategien
auszunutzen. Derzeit wird in préklinischen Studien der monoklonale Antikdrper
Cetuximab, der gegen den EGF-Rezeptor gerichtet ist, getestet. Es scheint sich jedoch zu
bestétigen, dass die Antikorper vor allem in Kombination mit Chemotherapeutika wie
Carbolatin das ,,Outcome* verbessern konnen (Carey, Rugo et al. 2012).

Angiogenese-Hemmer

Die Hemmung der Angiogenese zielt darauf ab, die Blutversorgung des Tumors
einzuddmmen. Aktuell wird in préklinischen Studien die Wirksamkeit des monoklonalen
Antikorpers Bevacizumab getestet, der gegen den VEGF gerichtet ist (Miller, Wang et al.
2007).

Antitubulin-Agenzien

Die Antitubulin-Agenzien wie Ixabepilone bewirken eine Stabilisierung der Mikrotubuli,
wodurch Zellzyklusarest und Apoptose eingeleitet werden. Vor allem Tumore des basalen
Phinotyps zeigen eine erhdhte Expression von beta-Tubulin(Horak, Pusztai et al. 2013).

PARP-Inhibitoren

Die neue Substanzgruppe der PARP-Inhibbitoren kommt gezielt bei Zellen mit

insuffizienter DNA Doppelstrang-Reparatur zum Einsatz.
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1.3 Das familidire Mammakarzinom

1.3.1 Epidemiologie des familiiren Mammakarzinoms

Jéhrlich erkranken ungefdhr 60.000 Frauen an einem Mammakarzinom, wobei bei 20% der
Betroffenen eine familidre Haufung von Karzinomféllen nachzuvollziehen ist (Meindl, Ditsch
et al. 4/2011). Ungefdhr 5% aller Mammakarzinome sind monogen-vererbten Ursprungs, das
heif}t sie sind auf Grund eines einzelnen Gendefekts entstanden (R. Kreienberg 2008, van der
Groep, van der Wall et al. 2011). Dabei sind vor allem Mutationen der Tumorsupressorgene
BRCA1 und BRCA2 urséchlich. Triager einer Keimbahnmutation dieser beiden Gene haben
ein Lebenszeitrisiko von 80-90% an Brustkrebs zu erkranken (Kiechle 2007), wobei 60% der
betroffenen bereits vor dem 60. Lebensjahr Brustkrebs entwickeln (Meindl, Ditsch et al.
4/2011). Auch das Lebenszeit-Risiko der Mutationstrigerinnen fiir die Entwicklung von
malignen Neoplasien der Ovarien ist mit 20-50% deutlich erh6ht. Keimbahnmutationen der
BRCA1- und BRCA2-Gene werden durch einen autosomal-dominanten, monogenen Erbgang
mit unvollstdndiger Penetranz weitergegeben. Die vererbte Kopie des mutierten Allels stellt
also eine Prédisposition dar. Die Inaktivierung des zweiten intakten Allels in der somatischen
Brustzelle fiihrt schlieBlich analog der Knudsonschen Hypothese zur Ausbildung eines
malignen Phinotyps (Meindl, Ditsch et al. 4/2011).
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1.3.2 Genetische Beratung und Diagnostik

Unter diesen Aspekten ist die familidre genetische Beratung zu einer wichtigen Sdule der
Diagnostik und Therapieplanung geworden. In Deutschland wird im Rahmen des Deutschen
Konsortiums fiir Brust und Eierstockkrebs in 12 spezialisierten Zentren genetische Beratung
und molekularbiologische Diagnostik fiir betroffene Familien angeboten. Anhand
ausgearbeiteter S3-Leitlinien wird die Auswahl der sich fiir die genetische Testung

qualifizierender Frauen und Mianner nach folgenden Kriterien getroffen:

Kriterien zur Durchfiihrung einer Genanalyse der Brustkrebsgene BRCA1 und
BRCAZ2 bei einer Indexperson der Familie (S3-Leitlinie, 2008)
* mindestens zwei Familienangehdrige an Brust- oder Eierstockkrebs erkrankt,
davon mindestens eine Betroffene jiinger als 51 Jahre bei der Erstdiagnose
* mindestens drei Angehorige mit Brustkrebs, unabhidngig vom Alter bei
Erstdiagnose
* eine Angehdrige im Alter von 36 Jahren oder jiinger an Brustkrebs erkrankt
* eine Angehdrige mit beidseitigem Brustkrebs im Alter von 51 Jahren oder jlinger
¢ Familie mit Brust- und Eierstockkrebs bei einer oder mehreren Angehdrigen
* ein minnlicher Verwandter mit Brustkrebs und eine Frau mit Brust- oder

Eierstockkrebs

Abbildung 8: Kriterien zur Durchfiihrung einer Genanalyse bei famililirer Belastung ausgearbeitet im Rahmen der

(e.V 2012)

Als grundsitzliches Einschlusskriterium gilt nach den Vorgaben des Deutschen Konsortiums
derzeit eine empirische Mutationswahrscheinlichkeit von 10%. Die folgende Ubersicht zeigt
die empirischen Wahrscheinlichkeiten fiir das Vorliegen von pathogenen Mutationen bei

bestimmten familidren Konstellationen (Meindl, Ditsch et al. 4/2011).
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Familiiire Konstellation und empirische Wahrscheinlichkeiten pathogener Mutationen
in den BRCA-Genen (Anteil in Prozent der Indexpatientinnen mit Nachweis einer
pathogenen Mutation in Abhéngigkeit von der familiiren Konstellation;
Abweichungen: +/- 2%)

e —
Empirische

Konstellationen . . .
Mutationswahrscheinlichkeit

>3 MaCa, davon 2 unter 51 J. kein OvCa, kein ménnliches 30,7%

MaCa

>3 MaCa, unabhéngig vom Alter kein OvCa, kein ménnliches |22 4%,
MaCa

genau 2 MaCa, beide unter 51 J. kein OvCa, kein ménnliches 19,3%
MaCa

genau 2 MaCa davon 1 unter 51 J. kein OvCa, kein ménnliches |9, 2%,
MaCa

> 1 MaCa und > 1 OvCa unabhingig vom Alter kein 48,4%
ménnliches MaCa

2 oder mehr OvCa unabhingig vom Alter kein weibliches oder |45,0%
ménnliches MaCa

1 MaCa unter 36 J. kein OvCa, kein ménnliches MaCa 10,1%

1 bilaterales MaCa, das erste unter 51 J. kein OvCa, kein 24,8%
ménnliches MaCa

> 1 ménnliches MaCa und > 1 weibliches MaCa oder OvCa 42,1%

Tabelle 2: Empirische Mutationswahrscheinlichkeiten- Deutsches Konsortium fiir familiiren Brust- und
Eierstockkrebs, (Meindl, Ditsch et al. 4/2011)

Unter Beriicksichtigung der dargestellten Kriterien werden deutschlandweit bei ca. 25% der
getesteten Familien kausale Mutationen gefunden (R. Kreienberg 2008). Bei 50% der
ratsuchenden Familien kann eine hochpenetrante Mutation in den BRCA1/2-Genen
ausgeschlossen werden. Fiir einen Teil der Betroffenen kommt es jedoch auch zu sogenannten
nicht informativen Testresultaten, wenn zum Beispiel Varianten gefunden werden, deren
kausale Bedeutung nicht bekannt ist. Dariiber hinaus ist zu beachten, dass in einigen
Bevolkerungsgruppen eine erhohte Mutationsfrequenz vorliegt. So haben sich in der
Bevolkerungsgruppe der Ashkenazi-Juden sogenannte Founder-Mutationen im Genpool

angehaduft.

Eine genetische Assoziation bei Familien mit Haufungen von Brust- und Eierstockkrebs
sowie dem Vorkommen von ,early onset“-Brustkrebs, bei denen keine Mutation in den
BRCA-Genen nachgewiesen werden konnte, ist jedoch nicht auszuschlieBen. Daher spricht

vieles fiir die Existenz weiterer Suszeptibilititsgene, die in unterschiedlicher Penetranz die
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Entstehung eines invasiven Karzinoms fordern (Ford, Easton et al. 1998). Neben den
wichtigen Genorten BRCA1 und 2 konnten mittlerweile auch seltenere priadisponierende
Genloci identifiziert werden, die zur Ausbildung von Brustkrebs fiihren konnen. Dabei
handelt es sich um Risikogene mit unterschiedlicher Penetranz. Zu erwihnen sind hier das
ATM-Ataxie-Telangiektasie Gen sowie das CHEK2-Gen (Kiechle 2007). Aber auch im
Rahmen von genetischen Syndromen, mit denen ihnen zu Grunde liegenden spezifischen
genetischen Fehlfunktionen ist das Risiko fiir die Entwicklung von Brutskrebs erhoht (Li-
Fraumeni-Syndrom, Peutz-Jeghers-Syndrom, Cowden-Syndrom). Weitere
Suszeptibilitidtsgene unterschiedlicher Penetranz werden derzeit untersucht, wie z.B.
RADSIC, PALB2, deren Funktion vor allem bei der DNA-Doppelstrangreparatur von
Bedeutung ist (Akbari, Tonin et al. 2010, Wong, Nordfors et al. 2011). Auch polygene
Vererbungsmuster sind auf dieser Grundlage denkbar. Die nachfolgende Tabelle gibt einen
Uberblick iiber verschiedenen Gene, die an der Entstehung von Brustkrebs beteiligt sein

konnen.

Risikomodifikation durch Brustkrebsgene

|
Risikogene Risikomodifikation Gene/Syndrome

Hoch penetrante Gene 5 bis 20-fach BRCA1/BRCA2/RADSI1C:
hereditdres Mamma- und
Ovarialkarzinom-Syndrom
TP53: Li-Fraumeni-Syndrom
STK11/LKB1: Peutz-Jeghers-
Syndrom
PTEN: Cowden-Syndrom

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

Niedrigrisikogene 0,7 bis 1,5-fach FGFR2, TOX3, MAP3K1,
CAMKI1D, SNRPB, FAM84B/c-
MYC, COX11, LSP1, CASPS,
ESR1, ANKLE1, MERIT40 etc.

Tabelle 3: Risikomodifizierende Brustkrebsgene;(Meindl, Ditsch et al. 4/2011)

Von Bedeutung sind die Resultate genetischer Diagnostik fiir weitere Therapieplanung und
Privention. So kann Mutationstragerinnen eine kontralaterale Mastektomie oder die
Ovarektomie angeboten werden und eine Intensivierung der Fritherkennungsuntersuchungen

auch fiir diese Familien angeboten werden.
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1.3.3 BRCAI1-Tumorsupressorgen

Das BRCAI1-Gen (Breast cancer susceptibility gene 1) wurde erstmals in den neunziger
Jahren auf dem Chromosom 17q21 lokalisiert und mit der Entstehung von Brustkrebs in
seiner Funktion als Tumorsupressorgen in Verbindung gebracht (van der Groep, van der Wall
et al. 2011). Das Gen umfasst 24 Exone und ist 100kb lang (Miki, Swensen et al. 1994).
Exonl stellt eine nichtcodierende Region dar, wohingegen das Exon 11 ungewdhnlich grof3
ist und 62% der codierenden Information enthélt. Das Gen verfiigt liber eine Progesteron-
Rezeptorbindesequenz, jedoch keine vollstindige Ostrogen-Rezeptorbindesequenz (Smith,

Lee et al. 1996).

Bei dem Genprodukt handelt es sich um ein sehr groes Protein, wobei das 7,8kb grofle
Transkript in allen proliferierenden Geweben exprimiert wird. Die stirkste Expression wird
dabei in der spiten G1 und in der S-Phase beobachtet (Rajan, Wang et al. 1996). Das aus
1863 Aminosduren bestehende Protein weist eine charakteristische dreidimensionale Strukur
und Sequenzmotive auf, welche Voraussetzung fiir die vielfdltigen Interaktionen des

Molekiils im Zellzyklus sind (van der Groep, van der Wall et al. 2011).

Im N-terminalen Bereich des Proteins befindet sich eine Zink-bindendes RING-Finger-Motiv
sowie ein sogenanntes nukledres Exportsignal. C-terminal verfiigt das Gen {iiber zwei
BRCA1-C-terminale Dominen (BRCT), welche als Transkriptionsfaktoren dienen. Zudem
exsistieren zahlreiche weitere Doménen, die fiir die Interaktion mit weiteren Proteinen von
Bedeutung sind und die vielfiltigen Funktionen des Molekiils, wie z.B. die
Zellzykluskontrolle, die Transkription und die DNA-Reperatur in den Kontext stellen. Von
besonderer Bedeutung sind hierbei die Funktionen im Rahmen der DNA Doppel- und

Einzelstrangreparatur.

Funktion und Interaktionen von BRCA1 im Rahmen der DNA-Reparatur

Die Rolle des BRCA1-Gens bei der Entstehung des hereditéren Brustkrebs wird vorallem im
Zusammenhang mit seiner Funktion als Tumorsupressorgen und aufgrund seiner Aufgaben
bei der DNA-Reparatur gesehen. Hier iibernimmt das BRCA1-Protein sowohl regulatorische
Funktionen als auch eine direkte Rolle bei der Reparatur von Doppelstrangbriichen mittels
Homologer Rekombination (HR) sowie nicht-homologer End-zu-End-Reparatur (NHEJ). Die
beiden Wege der Doppelstrangreparatur unterscheiden sich dabei in ihrer Genauigkeit.

Wiéhrend bei der Homologen Rekombination Schwesterchromatide als Matritze dienen,
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werden bei der weniger korrekten Form der NHEJ lediglich die Enden der beschédigten DNA
zusammengefiihrt und ligiert, was iliberweigend in den frilhen Phasen des Zellzyklus
stattfindet (GO,G1, und friihe S1-Phase). Bei der Homologen Rekombination, welche
vorallem in der S- und G2-Phase erfolgt, werden im Bereich der geschidigten DNA die
Stringe durch Endonukleasen gekappt, sodass iiberlappende Enden am 3’Ende entstehen.
Diese werden durch Nukleoproteinfilamente derart in rdumliche Beziehung (Loop-Struktur)
zu dem als Matritze dienenden Schwesterchromatid gebracht, dass DNA-Polymerasen anhand
des Templates den Strang auffiillen konnen (Hoeijmakers 2001). Die fiir diesen Prozess
notwendigen Interaktionen und die Funktion des BRCA1-Proteins in diesem Kontext sollen

kurz skizziert werden.

BRCAT1 activation subsequent
to DNA damage
+P

SWI1/SNF

Exchangeof (@EYYEP) W FANCD2 Abraxas
ge"etlc
information BRCA2 I e—

Strand invasion of
sisterchromatid

Disconnectingand
gapfilling

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Funktion des BRCA1 im Kontext der DNA-Reparatur. Erliuterung der
Grafik im untenstehenden FliefStext (Caestecker and Van de Walle 2013)

Tritt ein Doppelstrangbruch auf, so fiihrt dies zu einer Aktivierung der Proteinkinasen ATM
(ataxia telangiectasia mutated) und ATR (ataxia telangiectassia mutated rad3-related Protein)
welche ihrerseits durch Phosphorylierung weiterer Proteine zur Rekrutierung von BRCA1
fithren und Einfluss auf den Ablauf des Zellzyklus nehmen. Im weiteren Verlauf der DNA-
Reparatur treten zahlreiche weitere Molekiile mit dem BRCA1-Protein in Interaktion, was in
obenstehendem Schaubild von Caestecker et al. skizziert wird. Zu nennen ist hier das
Topoisomerase 1IB binding Protein 1 (TopBP1) welches einerseit zur Aktivierung des ATR

(ataxia telangiectassia mutated rad3-related Protein) beitrdgt, andererseits an der Vermittlung
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zwischen dem ATR und dem MRN-Komplex (Mrel1-RAD50-NSB1) beteiligt ist. Neben den
aktivierenden Signalwegen sind auch solche der Suppression der Homologen Rekombination
zu nennen, an denen unter anderem die Proteine Abraxas und RAP80 beteiligt sind.
Voraussetzung fiir eine suffiziente DNA-Reparatur ist zudem die Zugénglichkeit der DNA fiir
den Reparaturapparat, welche durch das sogenannte Chromatinremodeling erreicht wird. Von
Bedeutung ist hier unter anderem das Zusammenspiel der C-terminalen Region des BRCA1
mit dem BARDI1 (BRCAl-associated RING domain), welche in ihren Funktionen als
Ubiquitin-E3-Ligasen zur Ubiquitinylierung anderer, an der DNA-Reparatur beteiligter
Proteine flihren. Zu nennen sind hier das CtIP (CtBP interacting protein), welches durch
Chromatinbindung Funktion in der Checkpoint-Kontrolle iibernimmt oder das H2AX,
welches in seiner ubiquitinylierten Form zu Chromatinverdnderungen fiihrt und somit die
Zuginglichkeit der Reparaturproteine zur DNA ermdglicht (Wu, Wang et al. 1996). Ebenfalls
beteiligt am Remodelling sind SW1/SNF sowie das Transkriptionsregulationsprotein BACHI.
Einen weiteren wichtigen Partner stellt das PALB2 (Partner and localizer of BRCA?2) dar, das
durch Interaktion mit dem BRCA2 und der BRCT-Domidne des BRCAI1 die direkte
Verbindung der beiden Proteine herstellt. Es wird angenommen, dass PALB2 fiir die
Kolokalisation von BRCA1 und BRCA2 sowie dem RADS51-Protein von Bedeutung ist
(Caestecker and Van de Walle 2013).

Das Verstindnis der genauen Struktur des Proteins und die daraus resultierenden Funktionen
sind von wesentlicher Bedeutung fiir den Effekt auftretender Mutationen dieses Gens. Gerade
im Hinblick auf die Funktion des BRCA1 im Rahmen der Doppelstrangreparatur ergeben sich
Anhaltspunkte flir mogliche kiinftige Therapieoptionen, auf die im Folgenden eingegangen

wird.

Derzeit sind 1639 bekannte pathogene BRCA1-Mutationen und 1853 Polymorphismen ohne
Krankheitswert in der BIC — Datenbank (Breast Cancer Information Core) registriert(Institute
2013).

1.3.4 Kilinik und Histopathologie des BRCA1-assoziierten Mammakarzinoms

BRCA1-assoziierte Tumorerkrankungen entwickeln sich entsprechend der genetischen
Pradisposition hdufig schon bei jungen Frauen. Eine Besonderheit des BRCA1- assoziierten
Mammakarzinoms besteht in seiner hdufig typischen histopathologischen und
immunhistochemischen Auspriagung (R. Kreienberg 2008). Die meisten BRCA1-assozierten

Mammakarzinome zeigen in der Mehrheit einen tripel-negativen Phdnotyp, der basale
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Expressionsmuster aufweist. Es handelt sich zudem héufig um invasiv wachsende Tumore,
die unter anderem auch medullire Wachstumsmuster zeigen kénnen und immer einen hohen
Grad der Entdifferenzierung aufweisen (Lakhani, Reis-Filho et al. 2005). Zudem zeigt sich
wie bei den tripel-negativen Tumoren ein typisches Rezidivmuster innerhalb der ersten drei
Jahre nach Diagnosestellung und eine schwache Korrelation von Tumorgrofle und einem
positiven Lymphknotenstatus (Meindl, Ditsch et al. 4/2011) (Dent, Trudeau et al. 2007),

wohingegen das BRCA2-assoziierte Karzinom keinen spezifischen Phédnotyp aufweist.

1.3.5 Therapie des BRACl-assoziierten Mammakarzinoms

Neben den bereits erwidhnten operativen Maflnahmen wie der prophylaktischen beidseitigen
oder kontralateralen Mastektomie und der Salpingo-Oopheroektomie konnen BRCAT-
assoziierte Tumore sowohl im neoadjuvanten als auch adjuvanten Setting mit
Chemotherapeutika behandelt werden. Es gibt Anhaltspunkte dafiir, dass bestimmte Optionen
aufgrund der bestehenden BRCAIl-Insuffizienz und der somit verminderten Potenz der
Doppelstrangreparatur besonders wirksam sind. Studien konnten eine erhohte Sensitivitét
gegeniiber interkalierenden platinhaltigen Zytotoxika belegen (Byrski, Gronwald et al. 2010),
wohingegen eine verminderte Wirksamkeit der Spindelgifte wie Taxanen und
Vincaalkaloiden gezeigt werden konnte (Lafarge, Sylvain et al. 2001). Zudem wurde erstmals
bei BRCA-assoziierten Tumoren der Einsatz der neuen Substanzgruppe der PARP-Inhibitoren

erprobt.

1.3.6 PARP (Poly(ADP-Ribose) Polymerase)-Inhibitoren

Zu der Gruppe der PARP-Proteine gehoren bisher 18 bekannte Proteine unterschiedlichster
Funktion mit wichtigen Aufgaben innerhalb des Zellzyklus, welche durch die Ribosylierung
von Histonen und anderen nukledren Proteinen umgesetzt werden. Einer der wichtigsten
Vertreter dieser Gruppe ist das PARP1-Gen, welches fiir ein chromatinassoziiertes Proteine
codiert, das viele nukledre Proteine beeinflusst (Anders, Winer et al. 2010). PARPI ist von
essenzieller Bedeutung fiir die Reparatur von DNA-Einzelstrangbriichen mit Hilfe der
Basenexzisionsreparatur (Dantzer, de La Rubia et al. 2000, Carey, Dees et al. 2007). Wird
nun PARP1 gehemmt, so kommt es zur Anhdufung von DNA-Einzelstrangbriichen und somit
in der Replikation zur Ausbildung von Doppelstrangbriichen (Anders, Winer et al. 2010). In
einer intakten Zelle sind BRCA1 und 2 fiir die Reparatur von Doppelstrangbriichen mittels
homologer Rekombination verantwortlich, wofiir eine korrekte Kopiervorlage, ein
sogenanntes ,, Template benétigt wird. Bei BRCA1 defizienten Zellen jedoch konnen die

DNA Schéden nun nicht mehr repariert werden, das Genom wird instabil und die Zelle leitet
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die Apoptose ein (de Ruijter, Veeck et al. 2011). Dieses Phidnomen wird als synthetische
Letalitdt bezeichnet. Derzeit laufen zahlreiche Studien, um diese Theorie der induzierbaren
synthetischen Letalidt fiir BRCA-assoziierte Tumore auch bei tripel-negativen Karzinome zu

verifizieren, auf die im Rahmen der Disskussion genauer eingegangen werden soll.

Einzelstrangreparatur Doppelstrangreparatur
durch PARP1 durch BRCA

PARP1 %’),\
BRCA +/+
oder BRCA +/-

T
f‘-‘-‘ Korperzellen
'>>>>)~
PARP1-Inhibitor
_—
BRCA -/-
Tumorzellen
Doppelstrangbruch an Replikationsgabel fehlgeschlagene
wegen persistierenden Einzelstrangdefekts DNA-Reparatur
— Apoptose

Abbildung 10: PARP- Inhibitoren —-Wirkungsweise (Meindl, Ditsch et al. 4/2011)
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1.4 BRCA1 und TNBC

BRCA1-assoziierte und tripel-negative Tumore weisen relevante Gemeinsamkeiten in ihrer
klinischen und histologischen sowie ihrer molekularbiologischen Prédsentation auf.
Gemeinsam ist ihnen das frithe Erkrankungsalter, der hohe Grad der Entdifferenzierung sowie
Zeichen der genetischen Instabilidt (hdufig p53-Mutationen). Zudem zeigen sich dhnliche
Ansprechraten auf gleiche Therapiestrategien (platinhaltige Chemotherapeutika, Antrazykline
und Taxane). Dariiberhinaus bestitigen auch Genexpressionsstudien die Ahnlichkeiten
zwischen TNBC und den BRCAl-assoziierten Tumoren. Aufgrund dieser Ahnlichkeiten
wurde der Begriff des BRCAness-Phénotyps der tripel- negativen Tumore geprigt (Turner,
Tutt et al. 2004).

Gemeinsame Eigenschaften von BRCA-assoziierten und sporadischem
tripel-negativem Brustkrebs (BRCAness)

*  Hochgradige Entdifferenzierung

*  ER-und HER2-

*  Amplifikation von c-myc

¢ Medulldr

*  Verdringendes Wachstum- ,,pushing margins*
*  Weniger hiufig DCIS

*  Lymphozytére Infiltrate

e TP53 Mutationen

*  Basaler Phénotyp

*  EGFR- Expression

*  Muster der X-chromosomalen Inaktivierung

e Sensitiv fiir DNA-zerstorende Substanzen

Tabelle 4: In Anlehnung an den von Turner et al. erstmals geprigten Begriff des ,,BRCAness" Subtyp; (Turner, Tutt
et al. 2004, Carey 2011)

Dass eine Verbindung dieser beiden Entitdten besteht, zeigt sich zunichst vor allem darin,
dass die Mehrheit der BRCA1l-assoziierten Tumore einen tripel-negativen oder basalen
Phénotyp aufweist (Foulkes, Brunet et al. 2004, Lakhani, Reis-Filho et al. 2005). Die
Mehrzahl der an einem tripel-negativen/basalen Karzinom erkrankten Frauen weisen jedoch
im Umkehrschluss keine Mutationen im BRCA1-Gen auf und sporadische Mutationen im

BRCA1-Gen sind selten (Turner, Tutt et al. 2004). Internationale Untersuchungen konnten
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zeigen, dass ca. 10-20% der tripel-negativen Tumore eine BRCAI1-Mutation aufweisen
(Young, Pilarski et al. 2009, Gonzalez-Angulo, Timms et al. 2011). Nichts desto trotz wird
bei der Entstehung der tripel-negativen Tumoren eine Beteiligung des BRCAI1-Pathway
diskutiert (de Ruijter, Veeck et al. 2011). Laut de Ruijter et al. besteht die Moglichkeit, dass
es aufgrund einer Insuffizienz des BRCA-Pathways zur Entstehung des tripel-negativen
basalen Phanotyps kommen konnte. Neben den Mutationen im klassischen Sinn konnten fiir
eine Verminderung der BRCAI-Expression auch epigenetische Verdnderungen von
Bedeutung sein. Zudem wird die Beteiligung anderer Gene an der Regulation der BRCA-
Expression dikutiert (ID4 negativ Regulator der BRCA Expression)(Richardson, Wang et al.
2006). Die Hypothese, dass ein Verlust der BRCA1 Funktion eine wichtige Rolle bei der
Entstehung des TNBC spielt, wurde durch weitere Untersuchungen gestiitzt (Foulkes,
Stefansson et al. 2003, Lakhani, Reis-Filho et al. 2005, Richardson, Wang et al. 2006, Diaz,
Cryns et al. 2007). Vor allem der tripel-negative Brustkrebs, der ein basales
Expressionsmuster zeigt, scheint davon betroffen zu sein (de Ruijter, Veeck et al. 2011). Aus
dieser Hypothese ergibt sich vor allem ein neuartiger Ansatz fiir die Verbesserung der
Therapie tripel-negativer Tumore. Hierbei stellt die BRCA-Insuffizienz die Voraussetzung fiir
die Wirksamkeit von direkt DNA-zerstorender Chemotherapeutika oder von PARP-
Inhibitoren dar. Von grofem Interesse ist daher die tatsdchliche BRCA1-Mutationsfrequenz

im tripel-negativen Kollektiv innerhalb der deutschen Population.
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2. Fragestellung

Wie aus der Einleitung hervorgeht, handelt es sich beim TNBC um eine spezielle Entitét des
Brustkrebses. Aufgrund der histologischen und molekularbiologischen Besonderheiten und
der immer noch schlechten Prognose richtet sich das Interesse auf die Erforschung dieser
Untergruppe. Ziel ist die Verbesserung der Therapie im Sinne der individualsierten Medizin.
Da vor allem auch junge Patientinnen betroffen sind, ist eine Optimierung der
Therapiestrategien von grofler Bedeutung. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit der besseren
Kategorisierung der heterogenen Gruppe des TNBC, um so fiir Therapie und Prognose solide
Kriterien erarbeiten zu konnen. Da die Mehrzahl der BRCA1-assoziierten Tumore einen
tripel-negativen/basalen Phénotyp aufweisz, stellt sich im Umkehrschluss die Frage, wie viele
der TNBC-Fille eine Mutation im BRCA1-Gen zeigen. Vorangegangene Untersuchungen
ermittelten eine Mutationsfrequenz im tripel-negativen Kollektiv von 10-20% (Young,
Pilarski et al. 2009, Gonzalez-Angulo, Timms et al. 2011). Das Ziel dieser Arbeit ist, die
BRCA1-Mutationsfrequenz innerhalb eines deutschen tripel-negativen Kollektives zu
ermitteln und zu untersuchen, ob der Mutationsstatus Einfluss auf die Prognose und den
Therapieverlauf hat, um daraus Konsequenzen fiir mogliche Therapieoptionen abzuleiten.
Zudem hitte eine Hiufigkeit von >10% von BRCAI1-Mutationen beim TNBC auch
Bedeutung beziiglich einer Uberarbeitung der Einschlusskriterien fiir die genetische Testung.
Durch die Ermittlung des BRCAI1-Status mittels genetischer und somatischer Testung
konnten sich neue Ansatzpunkte flir gezielte Therapiestrategien ergeben. So konnte eine
mogliche Patientengruppe isoliert werden, die am meisten von einer Therapie mit der neuen
Substanzgruppe der PARP-Inhibitoren profitiert, oder die aufgrund der BRCA 1-Insuffizienz
ein besseres Ansprechen auf klassische, direkt DNA-schidigende Chemotherapeutika, wie

beispielsweise platinhaltige Substanzen, zeigt.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien

In der folgenden Tabelle werden die verwendeten Chemikalien und Reagenzien, sowie deren

Hersteller aufgefiihrt.

CHEMIKALIEN

HERSTELLER

Aqua ad iniectabila

Borsiure

Bromphenolblau

DNA Molekular Weight Marker V

dNTP Set 100mM Solution

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

Essigsdure

Ethanol 100%

Ethidiumbromid 1mg/ml

Ficoll 400

Orange G

PeqGold Universal Agarose

Titriplex® III (Ethylendinitrilotetraessigséure

Dinatriumsalz-Dihydrat)

Tris-Base

Xylencyanol

Diaco, Triest, Italien

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Rouch Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Klinik-Apotheke

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Carl Roth + Co KG Karlsruhe, Deutschland
PEQLAB Biotechnologie GmbH Erlangen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien mit Herstellerangaben
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3.1.2. Molekularbiologische Kits
Zur Durchfiihrung der Realtime-PCR und der Sequenzierung wurden folgende Kits

verwendet:
KIT HERSTELLER
LightCycler®480 High Resolution Melting Roche Applied Science, Mannheim
Master
ABIPRISM® BigDye TERMINATOR Applied Biosystems, Foster City USA
v1.1.Cycle Sequenzing Kit
10xPCR Buffer GeneAmp® Applied Biosystems, Foster City USA

Tabelle 6: Verwendete molekularbiologische Kits

3.1.3. Enzyme
Zur Durchfilhrung der Polymerase-Kettenreaktionen, im Kontext verschiedener

Reaktionsschemata, wurde das folgende Enzym verwendet:

ENZYM HERSTELLER

AmpliTaq Gold® DNA Polymerase Applied Biosystems, California, USA

Tabelle 7: Verwendetes Enzym

3.1.4. Losungen, Puffer, fiir die Gel-Elektrophorese

Die folgende Auflistung zeigt die verwendeten und selbst hergestellten Losungen.

Auftragspuffer

200mg Ficoll (25%), 10ml TE Puffer, Bromphenolblau, orange, griin, Verdiinnung der
Stammldsung mit TE Puffer auf 1:5.

Langenstandard

100ul DNA molcular weight Marker V, 150ul TE Puffer, 1800ul Auftragspuffer, Einfrieren
der Aliquots bei -20°C.

10xTBE Puffer

510g Tris-Base, 275g Borsédure, 372gEDTA, pH 8,0 mit H20 auf 5000ml auffiillen
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TE Puffer
10mM TRIS, ImM EDTA, pH 7,4
50xTEA Puffer

242¢g Tris-Base, 57,1ml Essigsdure, 100ml EDTA pH 8,0 mit H,O auf 1000ml auffiillen
Alkohol 77%
39ml Alkohol 100%, 50ml Aqua dest.

Elektrophoresegel

75g Agarose, 60ml TE Puffer, 15ul Ethidiumbromid

dNTP-Losung

4ul dATP, 4ul dGTP, 4pul dCTP, 4l dTTP, 186ul Wasser

3.1.5. WAVE® Transgenomic Pufferlosungen

Pufferlosung A

Wasser, Triethylammoniumacetat

Pufferlosung B

Wasser, Trietyhlammoniumacetat, Acetonitril

PufferlosungC

75% Acetonitril in Wasser

Pufferlosung D

8% Acetonitril in Wasser

3.1.6. Primer und Primerdesign

Fiir die Mutationsanalysen des BRCA1 Gens wurden M13-Primer der Firma Metabion
international AG verwendet. Wobei fiir jedes Exon, ein spezielles Primerpaar verwendet
wurde, das mit Hilfe der bereitgestellten Software bestellt und in Anlehnung an die von van
der Stoep und Kollegen verwendeten Primer zusammengestelt wurde (van der Stoep, van
Paridon et al. 2009). Die lyophilisierten Primer wurden nach Anweisung der Firma Metabion

so gelost, sodass 100pmol/ul als Stocklosung vorlagen. Die Primer wurden sowohl bei der
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Schmelzkurvenanalyse als auch bei der Sequenzierung nach weiterer Verdiinnung von 1:10

eingesetzt. Im Anhang finden sich die verwendeten Primer in einer tabellarischen Auflistung.

3.1.7. Verbrauchsmaterialien

MATERIAL

HERSTELLER

Falconrohrchen

LC®480 Multiwell Platte 96

LC®Sealing Folie

Microseal A Film

Microtubes 1,5ul

Multiply®Pro Gefafl 0,5ml
MultiScreen®FilterPlates Millipore
PCR-Softstrips 0,2ml farblos

Pipetten, Pipet lite Rainin (10ul, 100ul, 1000pul)

Pipettenspitzen (1000ul, 200ul, 100ul, 10pul)
ungestopft, RNAse free

Pipettenspitzen (10ul, 200ul) gestopft

Sarstedt AG&Co Deutschland Niimbrecht

Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland

Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland

Biozym Scientific GmbH Deustchland Obendorf

Sarstedt AG&Co Deutschland Niimbrecht

Sarstedt AG&Co Deutschland Niimbrecht

Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland

Biozym Scientific GmbH Deutschland Obendorf

Mettler-Toledo GmbH, Deuschland Gieflen

Sarstedt AG&Co Deutschland Niimbrecht

Biozym Scientific GmbH Deutschland Obendorf

Tabelle 8: Verbrauchsmaterial
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3.1.8. Gerite

GERAT

HERSTELLER

ABI PRISM Sequncer 3130x1 Genetic Analyzer

Biofuge pico

Feinwaage

Gel Dokumentationssystem UV solo

Gelelektrophorese Apparatur Power Supply

Light Cycler® 480 Roche

Multifuge 3L-R Thermo Scintific

Nanodrop Spectralphotometer

PTC-200 Thermo Cycler

Vortex Mixer VM-300

WAVE® DNA Fragment Analyse System

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

Heraeus, Osterode, Deutschland

Kern, Balingen Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

Consort, Turnhout, Belgien

Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland

Heraeus, Osterode, Deutschland

Peqlab, Erlangen, Deustchland

MJ Research, Massachusets USA

Migge, Heidelberg, Deutschland

Transgenomic Limited,Hillington Park, UK

Tabelle 9: Geriiteliste

3.1.9. Patientenkollektiv und Datenbank MACA

Bei dem ausgewdhlten Patientenkollektiv wurde auf die MACA Datenbank der Frauenklinik
des Universitétsklinikum Miinchen Rechts der Isar zuriickgegriffen. Es wurden Patientinnen,
ausgewdhlt, die zwischen 1999-2009 an einem histopathologisch gesicherten tripel-negativen
Dabei

wurden  die Kriterien  der

Der

Mammakarzinom  erkrankten. gingigen

immunhistochemischen Diagnostik angewandt. Besatz der Tumorzelle mit

Hormonrezteptoren wurde gemiB3 den Bewertungskriterien des St. Gallen- Konsensus 2005
durch das Pathologische Institut des Klinikums Rechts der Isar durchgefiihrt. Die Beurteilung
Zellkerns Peroxidase-markiertem

der immunhistochemischen Anfirbung des mittels

Antikorper wurde dabei entsprechend dem Remmle Score von 0 bis 12 angegeben.
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3.2. Methoden

3.2.1. Die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion stellt eine der wichtigsten molekularbiologischen Methoden
dar. Erstmals wurde sie durch Kary Mullis 1983 ausgefiihrt und beschrieben (Mullis 1994).
Das Prinzip beruht auf der quantitativen Vervielfiltigung eines durch ein Primerpaar
festgelegten DNA-Abschnitts mittels einer DNA-Polymerase. Diese exponentielle
Vervielfiltigung wird dabei in vitro, in einer festgelegten Anzahl von Zyklen durch

spezifische Temperaturveranderungen ausgefiihrt.

Die fiir eine PCR wichtigen Komponenten werden im Folgenden aufgefiihrt:

* Die zu replizierende DNA, die den Abschnitt enthilt, welcher vervielfiltigt werden soll
und als ,, Template* bezeichnet wird.

* Jeweils ein Vorwirts- und ein Riickwértsprimer der spezifisch und gegenldufig an die
DNA Einzelstringe bindet und das zu vervielfiltigende Template festlegt, sowie den
Startpunkt fiir die DNA-Polymerase darstellt.

* Die DNA-Polymerase ist hitzestabil und hat ihr Temperaturoptimum bei 72°C. Es handelt
sich hierbei um eine Taq-Polymerase, die erstmals aus Thermus aqauaticus isoliert wurde.
Sie fiihrt die Replikation des Templates durch. Dabei wird der komplementire DNA-
Strang in 5'-3 'Richtung verlédngert.

* Die Substrate fiir die DNA-Polymerase stellen die Desoxyribonucleosidtriphosphate dar,
welche die neu synthetisierten DNA-Stringe aufbauen und im Uberschuss vorliegen
mussen.

e Mg*"-Ionen, sind wichtig fiir die Funktion der DNA-Polymerase. Die Konzentration muss
fiir einen gut funktionierenden Reaktionsablauf spezifisch eingestellt werden.

* FEine Pufferlosung, welche das optimale Milieu fiir die ablaufenden Reaktionen bildet. Das
optimale Reaktionsmilieu der Tag-Polymerase liegt bei einem pH-Wert > 8 (Miihlhardt
2009)

Die Reaktion lduft in einem geschlossenen Reaktionsgefd3 (PCR-Platte oder Tube) ab,
welches in den Thermoblock der PCR-Maschine platziert wird. Das Erhitzen und Abkiihlen
des ReaktionsgefdaBes wird durch den Thermocycler der PCR Maschine ausgefiihrt.

Ablauf der Polvmeraseketten-Reaktion

Der PCR Prozess lduft nach festgelegten, sich wiederholenden Zyklen ab. Am Ende jedes

Zyklus steigt die Konzentration des Amplifikationsproduktes exponentiell an.
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* Der erste Schritt, die Denaturierung umfasst eine Erhdhung der Temperatur auf 94 °C,
wodurch sich die DNA-Doppelstringe trennen.

* Im zweiten Schritt wird die Temperatur abgesenkt, sodass es zur Hybridisierung der
Primer an die DNA-Einzelstringe kommt. Die sogenannte Annealingtemperatur ist
primerspezifisch und liegt je nach Sequenz zwischen 55°C-60°C.

*  Nun kommt es im dritten Schritt zu der Elongation. Dabei wird die Temperatur auf die fiir
die Tag-Polymerase spezifische Arbeitstemperatur erhoht und der als Matrize dienende

Einzelstrang wird zu einem Doppelstrang ergénzt.

Die beschriebenen Zyklen werden 30-40 mal wiederholt. Zunéchst hiufen sich lidngere, tiber
den Primer der Komplementidrsequenz hinausgehende Fragmente an. Nach einigen Zyklen
wird jedoch das PCR-Hauptprodukt konsequent vermehrt. Gegen Ende der PCR Reaktion
nimmt die Aktivitit der Vermehrung ab aufgrund des Verbrauchs an Substrat und Primer. Zur

Beurteilung des PCR- Produktes wird eine Gelelektrophorese durchgefiihrt.

3.2.2. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von DNA Fragmenten
anhand ihrer GroBe. Die Methode eignet sich so zur Uberpriifung der Qualitiit einer PCR. In
einem von auflen angelegten elektrischen Feld wandern die negativ geladenen DNA
Fragmente entsprechend ihrer GroBe und Ladung unterschiedlich schnell. Zudem spielt die
Porenweite des Agarosegels eine Rolle. Das im Gel enthaltene Ethidiumbromid, ein
interkalierender Farbstoff, dient der Darstellung der gewanderten DNA unter UV-Licht. Die
Stiarke der Bande im Verhéltnis zum Langenstandard gibt Auskunft {iber die Qualitit des
PCR-Produktes, die Position der Bande iiber die GroBBe des DNA-Fragments.

3.2.3. Schmelzkurvenanalyse mit dem Light Cycler® 480

Bei der High Resolution Melting Analysis, zu deutsch Schmelzkurvenanalyse, handelt es sich
um eine gut etablierte Methode zur Erkennung von genetischen Varianten (Mutationen,
Polymorphismen, SNPs). Der Vorteil dieser prasequentiellen Methode liegt in der schnellen
und kostengiinstigen Durchfiihrbarkeit. Sensitivitdt und Spezifitit sind mit frither etablierten
Methoden, z.B. der DHPLC, vergleichbar. Zudem kénnen mehrere Proben parallel auf einer
96 Multiwellplatte und somit in einem geschlossenen Reaktionsgefdll durchgefiihrt werden.
Zunichst wird eine PCR der Proben nach dem Prinzip der Echtzeit-PCR durchgefiihrt, wobei
die quantitative Zunahme der DNA-Konzentration verfolgt werden kann. Dies ist aufgrund

eines speziellen interkalierenden Fluoreszenz-Farbstoffs moglich, der sich ausschlieBlich an
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doppelstrangige DNA bindet, und den normalen Ablauf der PCR nicht stort. Nach Abschluss
des letzten PCR-Zyklus’, an dessen Ende die DNA in doppelstrangiger Form vorliegt, werden
also starke Floureszenz-Signale detektiert. Im nichsten Schritt wird nun die
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Dazu wird langsam die Temperatur erhoht, bis sich die
Doppelstrange denaturieren. Es kommt somit zur Abnahme des Fluoreszenzsignals. Die
Temperatur, bei welcher die Doppelstringe aufschmelzen, ist charakteristisch fiir die
jeweilige Sequenz. Liegt eine genetische Variante/Mutation in einem oder sogar in beiden
Allelen vor, so wird dieser Doppelstrang bei einer anderen Temperatur aufgeschmolzen als
der Wildtyp und stellt sich mit einer anderen Schmelzkurve da. Auf diese Weise kdnnen
Mutationen (Punktmutation, Deletione, Insertion) detektiert und zwischen homozygoten oder

heterozygoten Verdanderungen unterschieden werden.

Abbildung 11: Light Cycler® 480 (Roche)(Science 2011)

Durchfiihrung

Die Analysen wurden auf dem Light Cycler®480 von Roche durchgefiihrt. Hierzu wurde der
LightCycler®480 High Resolution Melting Master Kit verwendet. Das Protokoll wurde an die
Herstellerangaben angelehnt und modifiziert. Es wurden jeweils 10 Proben der Patientinnen
zusammen mit einem Wildtyp und einem Leerwert analysiert, sodass die LightCycler®480
Multiwellplatte mit 8 Exons je 10 Patientenproben befiillt werden konnte. So wurden
nacheinander alle 24 Exons des BRCA1-Gens fiir das Kollektiv aus 100 Patientenproben

analysiert. Zur Vorbereitung der Analyse wurde zundchst ein Master Mix angesetzt. Hierzu
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wurde der von Roche empfohlene Melting Master Mix (zweifach konzenetriert) verwendet,
welcher Fast Start Taq Polymerase, Reaktionspuffer, dNTPs und den High Resolution
Melting Dye enthilt. Nach dem Auftauen des Melting-Mastermixes musste dieser griindlich
gemischt werden. Hierbei war ziigiges Arbeiten angezeigt, da der Fluoreszenzfarbstoff nicht
zu lange dem Tageslicht ausgesetzt werden durfte. Zur Optimierung der Funktion der
Polymerase wurde eine 25mM MgCl, Losung hinzugefiigt. Die bereits geldsten Primer
(100pmol/pl) wurden im Verhédltnis 1:10 verdiinnt. Die folgende Tabelle zeigt das

Pipettierschema fiir den Mastermixansatz, nach dem bei allen Reaktionen vorgegangen

wurde.
KOMPONENTE VOLUMEN FUR 1 PROBE VOLUMEN FUR 12 PROBEN
Melting Master Mix (2xconc.) 1oul 130ul
MgCl, (25mM) 3,2ul 41,6ul
Primer (10mmol) vorwirts 0,5u 6,5ul
Primer (10mmol) riickwirts 0,5ul 6,5ul

Tabelle 10: Pipettierschema LightCycler Master Mix

Es wurden nun je 14ul des Mastermix in ein Reaktionsgefdl der LightCycler® 480
Multiwellplatte pipetiert, sodass eine horizontale Reihe komplett befiillt war. Im néchsten
Schritt wurden nun die zu analysierenden DNA-Proben hinzugefiigt. Hierbei war es wichtig,
dass alle DNA- Proben in gleicher Konzentration vorlagen, um die Ergebnisse zu
standardisieren. Da es sich um aus Tumorgewebe isolierte DNA handelte, erwies es sich als
giinstig, 6ul einer 10ng/ul konzentrierten Losung einzusetzen. Somit wurde das von der
Arbeitsgruppe Meindl zur Diagnostik eingesetzte Schema leicht abgeédndert, was sich durch
die unterschiedliche Art der DNA-Priperation (Blut/Tumor) erkldren ldsst. In der
Routinediagnostik werden die Mutationsanalysen mit DNA durchgefiihrt, die mittels DNA-
Extraktion aus Leukozyten gewonnen wird. In unserem Fall wurde die DNA jedoch aus
tripel-negativem Tumorgewebe gewonnen, weshalb die Reaktionsbedingungen fiir die
Realtime-PCR angepasst werden mussten. Das Volumen pro Well wurde auf 20 ul erh6ht und
mehr geringer konzentrierte DNA eingesetzt. Es zeigte sich, dass die Qualitidt der aus
Tumormaterial gewonnenen DNA nicht mit der aus Blutzellen extrahierten DNA zu
vergleichen ist. Nach dieser Vorgehensweise wurde nun die gesamte Multiwellplatte befiillt

und anschlieend mit einer LightCycler® 480 Sealing Folie bedeckt. Die Folie durfte dabei
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nur an den dafiir vorgesehen weillen Papierenden beriihrt werden, da die Registrierung der
Emission durch die Folie hindurch geschieht. Die versiegelte Platte wurde dann in den Block
des LightCycler® 480 eingestellt. Mit Hilfe der LightCycler® 480 Software wurde nun die
Beschriftung der Reaktionsgefd3e und die Einstellung des Reaktionsprotokolls durchgefiihrt.

Das verwendete Reaktionsprotokoll wird aufgrund seiner Komplexitit im Anhang dargestellt.

Auswertung

Die Auswertung wurde im Gene Scanning Modus ausgefiihrt. Zunéchst fiihrte das Programm
eine Normalisierung der Fluoreszenzsignale durch, wobei die initialen Signale aller Proben
auf den relativen Wert 100% und die finalen Fluoreszenzsignale auf 0% umgerechnet wurden.
Zum Teil war es von Vorteil die vom System vorgeschlagene Normalisierung abzuéndern. Im
néchsten Schritt fiihrte das Programm das sogenannte Temperatur Shifting aus. Dabei wurde
die Temperaturachse auf den Punkt normalisiert, bei dem alle DNA in denaturierter Form
vorliegt. Im letzten Schritt analysierte das Programm im Modus Difference Plot die
Unterschiede in den Schmelzkurven im Bezug zu einem selbst festgelegten Wildtyp.
Gleichformige Kurven wurden in Gruppen zusammengefasst und farbig markiert. Zur
Auswertung wurden je 10 Patientenproben in Bezug zu einer Wildtyp DNA beurteilt. Hierbei
wurde auf ungewOhnliche Kurvenverliufe geachtet. Zudem wurden bekannte
Polymorphismen beriicksichtigt und versucht eine Einschédtzung abzugeben, ob es sich bei
vom Wildtyp abweichenden Schmelzkurven um homo- oder heterozygote Verdanderungen

handelt. Suspekte Befunde wurden sequenziert.

3.2.4. Denaturierende Hochleistungsfliissigkeitschromatographie mit WAVE®
Das Exon 11-A wurde aufgrund unbefriedigender Ergebnisse mit dem LightCycler® 480 mit
Hilfe der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie durchgefiihrt.

Die denaturierende Hochleistungsfliissigkeitschromatographie DHPLC (denaturating high
performance liquid chromatography) ist eine gut etablierte Methode, die zur Analyse von
Mutationen der DNA, vor allem auch vom BRCA1-Gen verwendet wird. Hierzu wird
zunichst eine Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion des zu analysierenden
Fragments durchgefiihrt. Das Produkt wird auf 95°C erwdrmt, sodass sich die DNA-
Doppelstrange separieren. Durch die anschlieBende Abkiihlung kommt es zu einer
Neupaarung der Doppelstringe. Liegt nun eine Mutation oder Sequenzvariante vor, bilden

sich neben komplementdren auch nicht komplementiren Paarungen aus. Man spricht von
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sogenannten Homo- und Heteroduplexen. Liegt hingegen nur der Wildtyp vor, bilden sich
ausschlieBlich Homoduplexe (Schwarzer 2000). Mit Hilfe einer Chromatographiesiule
konnen die Heteroduplexe von den Homoduplexen getrennt werden, da sie unterschiedliche
physikalische Eigenschaften und somit verschiedende Retentionszeiten besitzen. Die
stationdre Phase besteht aus einer hochauflésenden Polymermatrix aus Polystyren-
Divinylbenzol (DNASep®Cartridge), an welche sich DNA vermittelt {iber das
Eluentensystem bindet (Schwarzer 2000). Das Eluentensystem wird durch die kationische
Form des amphiphilen Molekiils Triethylammonium gebildet. Triethylammonium, kurz
TEAA, bindet mit seiner positiv geladenen Ammonium-Gruppe die negativ geladenen
Phosphatgruppen der DNA. Durch die neutralen Alkylgruppen des TEA hingegen wird eine
Bindung an die hydrophobe Polymatrix iiber Van-der Waals Wechselwirkungen vermittelt,
sodass die DNA-Doppelstrange an der Tragersdule gehalten werden. Im néchsten Schritt
werden die DNA-Strange durch eine steigende Konzentration von Acetonitril wieder von der
Sdule gewaschen, indem die hydrophoben Alkylketten von der Séule verdringt werden.
Dieser Vorgang entspricht der lonenpaar-Umkehrphasechromatographie. Das besondere bei
der fiir die Mutationsalnalysen eingesetzten Methode ist, dass die erneute Eluation der DNA-
Molekiile unter denaturierenden Bedingungen stattfindet. Die Heteroduplexe werden
aufgrund von inkomplementérer Basenpaarung und somit minimalen physikalischen
Unterschieden bei niedrigeren Temperaturen von der Siule gewaschen. Die eluierten
Heteroduplexe werden von einem UV-Detektor bei 260nm registriert und bilden so
charakteristische Peaks im Chromatogram aus. Mit weiterem Ansteigen der Temperatur
werden auch die Homoduplexe denaturiert und von der Sédule gewaschen und ebenfalls
detektiert. Es kann so ein Eluationsprofil mit bis zu vier Peaks dargestellt werden, was
folgenden Kombinationen entspriche: Homoduplexe des Wildtyps und der Mutanten sowie
zwel in der Strangrichtung unterschiedliche Heteroduplexe. Oft liegen jedoch nur zwei bis
drei Peaks mit oder ohne Schulter vor, da die Retentionszeiten der jeweiligen Hetero- oder
Homoduplexe sehr nahe beieinander liegen konnen. Die Identifikation von homozygoten
Mutationen stellt sich zum Teil als problematisch dar. Ausschlieflich ein Peak findet sich bei
den, dem Wildtyp entsprechenden Proben, da hier nur Homoduplexe vorliegen. Die Form und
Anzahl der Peaks im Chromatogram ist also spezifisch flir eine Mutation, einen
Polymorphismus oder den Wildtyp eines bestimmten Exons. Daher muss immer eine
Mutationsvorlage und ein Wildtyp zur Kontrolle mitanalysiert werden. Zudem ist die
Denaturierungstemperatur fiir jedes Exon spezifisch und von Bedeutung fiir die Qualitét der

Ergebnisse (Alistair C. Jones 1999)
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Durchfiihrung

Wie bereits erwihnt, wurde fiir alle 100 Patienten fiir das Exon 11-A eine denaturierende
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie durchgefiihrt. Es wurde hierzu zunichst eine
Amplifikation des Exon 11-A mittels Polymerase-Kettenreaktion durchgefiihrt. Die Reaktion

wurde nach folgendem Protokoll angesetzt und in einer Thermowellplatte ausgefiihrt.

KOMPONENTEN VOLUMEN

Wasser 22,5ul

Puffer 2,8ul

dNTPs (100mM) 2,4ul
Primer (10mmol) vorwérts 0,6ul
Primer (10mmol) riickwirts 0,6pl
Taq-Polymeras (250 Units) 0,2ul
DNA (10ng/ul) 10ul

Tabelle 11: Pipetierschema PCR fiir DHPLC

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde wie bereits in 2.2.1 beschrieben vorbereitet. Das
verwendete Reaktionsprotokoll wird im Folgenden beschrieben. Es wird im letzten
Raektionsschritt keine Kiihlung vorgenommen, sondern bereits mit der Denaturierung bei
95°C begonnen. Als Mutationsvorlage wird die Probennummer 19454 aus dem Bestand der

AG Meindl verwendet. Der Wildtyp stammt aus dem Patientenkollektiv.

REAKTIONSSCHRITT TEMPERATUR DAUER
1.Denaturierung 95°C 10 Minuten
2.Denaturierung 95° 30 Sekunden

3.Annealing 58°C 30 Sekunden

4 Elongation 72°C 45 Sekunden
Zykluswiederholung goto 2 38 times

5.Denaturierung 95°C 10 Minuten

Tabelle 12: Reaktionsprotokoll Thermocycler fiir DHPLC-Analalyse
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Das amplifizierte Produkt wurde im Anschluss direkt mit der Thermowellplatte in den
sogenannten Autosampler (96 Well) des Wave-Systems eingesetzt. Es wurde mit Hilfe der
Navigator™Software eine Zuordnung der Proben (sample sheet) und eine Einstellung der
Denaturierungstemperaturen sowie die Injektionsmenge (8pul) vorgenommen. Fiir das Exon

11-A wurden die spezifische Denaturierungstemperaturen 56°C und 59°C verwendet.

Auswertung

Die Auswerung wurde mit Hilfe der Wave® Navigator Analyse-Software ausgefiihrt.

3.2.5. Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde mittels Kettenabbruch-Synthese nach Sanger durchgefiihrt
(Sanger, Nicklen et al. 1992). Dabei handelt es sich um eine molekularbiologische Methode,
die zur Darstellung der Nukleotidabfolge der DNA und somit zur Entschliisslung des
genetischen Codes verwendet werden kann. Dabei kdnnen Basenaustausche, Polymorphismen
sowie kleinere Deletionen, sowie Insertionen identifiziert werden. Zundchst werden die
vorliegenden DNA-Doppelstringe denaturiert, sodass Einzelstringe vorliegen. Einer der
komplementiren Einzelstringe wird mit einem Primer hybridisiert und als Matrize fiir eine
Neu-Synthese verwendet. Das Prinzip nach Sanger sieht fiir diese Reaktion neben der Zugabe
von normalen PCR-Komponenten (sieche oben) die Zugabe von Didesoxynukleotiden vor. Die
Didesoxynukleotide stellen sogenannte Antimetabolite dar. Werden sie eingebaut, kommt es
aufgrund der fehlenden OH-Gruppe am 3’Kohlenstoff zum Abbruch der Polymerase-
Kettenreaktion. Da die Didesoxy-Nukleotide zufillig in die neu synthetisierten Stridnge
eingebaut werden, kommt es zur Bildung unterschiedlich langer DNA-Fragmente. Die
ddNTPs sind jeweils mit 4 unterschiedlich fluoreszierenden Farbstoffen markiert. Die
unterschiedlich langen DNA-Fragmente werden nun mittels Kapillarelektrophorese nach ihrer
Linge aufgetrennt und die ddNTPs durch einen Laser zur Emission angeregt. So kann die
Reihenfolge der Nukleotide in der Sequenz detektiert werden. Durch die Auswertung der
Signale entsteht ein sogenanntes Elektropherogramm, von dem direkt die Sequenz und

eventuelle Varianten abgelesen werden konnen.
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Durchfiihrung

Zundchst wurde eine Polymerase-Kettenreaktion zur Vervielféiltigung der zu
sequenzierenden Patienten-DNA durchgefiihrt. Dabei wurde nach dem in 2.2.1.
beschrieben Prinzip vorgegangen. Fiir die Polymerase-Kettenreaktion wurden die
gleichen Primer wie bei der Schmelzkurvenanalyse verwendet. Es wurde zur
Kontrolle ein Leerwert mitgefiihrt. Der Ansatz flir eine Polymerase-Kettenreaktion

umfasste also:

KOMPONENTE VOLUMEN

H,0 39ul
PCR-Puffer Sul
dNTPs (100mM) 4ul
Primer (10 mmolar) vorwérts 1l
Primer (10mmolar) riickwérts 1l

Taqg-Plymerase (250 Units) 0,3ul
DNA (10ng/ul) Sul

Tabelle 13: PCR-Ansatz fiir Sequenzierung

Es wurde zunichst ein Mastermix nach oben beschriebem Protokoll hergestellt, je
nach Anzahl der zu sequenzierenden Proben. Dieser wurde gut gemischt und je 50,3l
wurden in ein geschlossenes Reaktionsgefdll gegeben. Hierzu wurden PCR-Softstrips
0,2ml mit Kappe verwendet. Die DNA wurde in einer Konzentration von 10ng/pl
hinzugefiigt, sodass das PCR- Volumen insgesamt rund 55ul betrug. Die vorbereiteten
Softstrips wurden zum Start der Reaktion in den PCR-Thermocycler platziert. Es

wurde folgendes PCR-Programm verwendet.
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REAKTIONSSCHRITT TEMPERATUR
Denaturierung 95°C
Denaturierung 95°

Annealing 58°C

Elongation 72°C
Zykluswiederholung Goto2

Kiihlung 10°C

Tabelle 14: PCR-Reaktionsschema fiir Thermocycler

Zur Uberpriifung der Qualitit der PCR wurde eine Agarosegelelektrophorese
durchgefiihrt. Dabei wurde das Agarosegel wie oben beschrieben im Vorfeld
hergestellt. Als DNA Léngenstandard wurde die hergestellte Losung mit dem
Molecular-Weight Marker V verwendet. Eine Geltasche wurde mit 7ul Auftragspuffer
und 3pl PCR-Produkt beladen und ein Strom von 120 A fiir 20 Minuten angelegt. Zur
Darstellung des Gels wurde es mit Hilfe des UV-Gerites GelFotoBiometra UV solo
bestrahlt und direkt fotodokumentiert. Wurde eine angemessene Bandenstérke
registriert, konnte die amplifizierte DNA gereinigt werden.

Um das PCR Produkt von {iiberschiissigen Primern und Nukleotiden zu befreien,
wurde eine Filterplatte Multi Screen®Milipor mit einem Porendurchmesser von 10/pk
verwendet. Dazu wurden 120ul Wasser in die Wells vorgelegt und das gesamte PCR
Produkt hinzugefiigt. Die Platte wurde nun fiir 6 Minuten an eine Vakuumpumpe
angeschlossen, sodass sich alle Fliissigkeit durch die Filtermembran entziehen ldsst.
Die auf der Filtermembran getrocknete und gereinigte DNA wurde anschlieBend mit
30ul H,0 durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wieder geldst und in ein sauberes
und sorgfiltig beschriftetes Eppendorfgefdl gefiillt. So konnte mit einem moglichst
reinen Produkt weiter gearbeitet werden.

Es erwies sich als gilinstig, dem Reinigungsvorgang direkt eine weitere
Agarosegelelektrophorese anzuschlielen, um nochmals die Stirke des nun gereinigten

PCR-Produktes, zu tiberpriifen. Zudem konnte so besser eingeschitzt werden, wie viel
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DNA fiir die Sequenzierung eingesetzt werden sollte. (Denn aufgrund der schlechteren
Qualitdt der aus Tumorgewebe isolierten DNA gestaltete sich die Durchfiihrung der
PCR zum Teil schwierig.) Die Agarosegelelektrophorese wurde wie bereits
beschrieben durchgefiihrt.

Die gereinigte und wieder geloste DNA wurde nun amplifiziert. Bei diesem
Reaktionschritt werden Einzelstringe nach dem Prinzip der Kettenabbruchmethode
synthetisiert und so die mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten Didesoxynukleotide

eingebaut. Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen.

REAGENZ VOLUMEN
ABIPRISM® BigDye TERMINATOR 1 7ul
v1.1.Cycle Sequenzing Kit R
Primer 0,4ul
DNA (amplifizieret und gereinigt) 8,0ul

Tabelle 15: Reaktionsansatz der Sequenzierung

Der Reaktionsansatz wurde in einer Thermowellplatte 96 Well Platte angesetzt, die je
nach Probenzahl zugeschnitten wurde. Nach sorgfiltigem Mischen wurden 1,7ul Big
Dye pro Well vorgelegt. Hierbei musste, aufgrund der Lichtempfindlichkeit der
Fluoreszenzfarbstoffe, auf ziigiges Arbeiten geachtet werden. Es wurden 0,4pl Primer
hinzugegeben. Dabei wurde exonspezifisch der Vorwirts- oder Riickwértsprimer
eingesetzt. Fiir diese Entscheidung wurden die Erfahrungswerte der Arbeitsgruppe
Meindl herangezogen. Zuletzt wurden noch 8ul der amplifizierten und gereinigten
DNA hinzugefiigt. Das Reaktionsgefdl wurde mit einer Microseal A Folie gut
verschlossen in den Thermocycler platziert, der auf folgendes Reaktionsschema

programmiert wurde.

REAKTIONSSCHRITT DAUER TEMPERATUR
Denaturierung 00:30 95°C
Annealing 00:15 52°C
Elongation 04:00 60°C
Zykluszahl Goto127x
Kiihlung 10:00 10°C

Tabelle 16: Reaktionsprotokoll Cycle
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Das Reaktionsprodukt wurde im néchsten Schritt mittels alkoholischer Fillung von
iiberschiissigen Fluoreszenzfarbstoffen und Primern befreit. Das Reaktionsprodukt
wurde mit 125ul 77% Ethanol iiberschichtet und 15 Minuten inkubiert. AnschlieBend
wurde die Thermowellplatte bei 3000xg fiir 30 Minuten zentrifugiert. Dafiir wurde die
Multifuge 3L-R Thermo Scientific von Heraeus verwendet, wobei immer auf eine
exakte Tarierung der Gegengewichte geachtet werden musste. Der alkoholische
Uberstand wurde dann durch ziigiges Stiirzen der Thermowellplatte auf ein
Filterpapier verworfen. Das DNA Pellet wurde noch mal mit 125ul 775 Alkohol
iiberschichtet und fiir weitere 10 Minuten bei 3000xg zentrifugiert. Nach
wiederholtem Verwerfen des Uberstands wurde im letzten Schritt die Thermoplatte
umgedreht und ohne Folie fiir 1 Minute bei 600xg zentrifugiert, sodass ein reines und
trockenes DNA-Pellet zuriickblieb.

Das DNA Pellet wurde nun in Wasser zurlickgelost. Die verwendete Menge an
Losungsmittel richtete sich dabei nach der Stirke des PCR-Produkts, beurteilt anhand
der Bandenstirke in der Gelelektrophorese. So wurden Mengen zwischen 30-60ul
verwendet.

Im letzen Schritt wurde das Sequenziergerites mit den Proben beladen. Dabei wurde
pro Well eine spezifische Menge an Probenmaterial zwischen 1-5ul eingesetzt und je
auf 30pul Gesamtansatz aufgefiillt.

Nach der Anfertigung eines Sample Sheet, konnte nun die Sequenzanalyse im

Anwendungsmodus ,,Sequencing Analysis* durchgefiihrt werden.

Auswertung

Die Auswertung wurde mithilfe der Programme ,,Sequenz Navigator” von Perkin Elmer
ABIprism Version 1.0.1 sowie dem Programm ,,Seqencing Analysis Software* Version 2.1.2,
PE Applied Biosystems durchgefiihrt. Dafiir wurden die gesammelten Daten fiir die Nutzung
mit einem Apple Betriebssystem konvertiert. Des Weiteren wurden das Programm Human

Blat Search der NCBI (http://genome.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) herangezogen, in das

Sequenzteile hochgeladen und mit dem humanen Genom verglichen werden konnte. Zur
Uberpriifung der Bedeutung einer gefundenen Mutation wurde eine Vergleichsdatenbank aus
Leipzig (Deutsches Konsortium fiir familidren Brust- und Eierstockkrebs) bemiiht, die viele

bekannte Mutationen des BRCA1-Gens auflistet und klassifiziert. Konnte der Verdacht tiber
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das Vorliegen einer Mutation bestitigt werden, wurde die genaue Position und der
resultierende Aminosdureaustausch bestimmt. Des Weiteren wurde zur in silico-Abschitzung
des Effekts der Mutation auf dieProteinstruktur das Programm Mutation Taster

(http://www.mutationtaster.org/MutationTaster/) verwendet

3.2.6. Statistische Analysen

Die klinischen Eigenschaften der Patientinnen wurden zunichst in tabellarischer Form
dargestellt. Die statistischen Analysen wurden mittels des Software-Programms SPSS 19.0
von IBM durchgefiihrt. Der Zusammenhang zwischen klinisch-pathologischen Variabeln
wurde mittels Chi-Quadrat-Testung untersucht. Der Wert einzelner klinisch-pathologischer
Variabeln fiir die Prognose wurde zudem mit Hilfe des Cox-Regressions-Modells analysiert.
Dabei wurden sowohl multi- als auch univariate Analysen durchgefiihrt. Die Bedeutung
prognostischer Parameter fiir das Uberleben innerhalb verschiedener Subgruppen wurde
durch Kaplan-Meier-Uberlebenskurven dargestellt und ihre Signifikanz mittels log-Rank
Testung definiert. Alle statistischen Tests wurden zweiseitig durchgefiihrt, ein p-Wert unter
0,05 wurde fiir alle statistischen Untersuchungen als Signifikanzniveau festgelegt. Das 95%-
Konfidenzinteravall wurde fiir alle Analysen beriicksichtigt. Als statistische Endpunkte
wurden das Gesamtiiberleben (overall survival = OS) und das progressionsfreie Uberleben
(progressionfree survival = PFS) gewéhlt. Das Gesamtiiberleben wurde dabei vom Zeitpunkt
der Operation bis hin zum Tod ungeachtet der Todesursache definiert. Das progressionsfreie
Uberleben wurde ebenfalls vom Zeitpunkt der operativen Intervention bis hin zum

Krankheitsprogress jeglichen Ausmalles (sowohl Lokal- als auch Fernrezidivs) definiert.
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4. Ergebnisse

4.1. Klinische Daten des Patientenkollektivs und statistische Auswertungen

Mit Hilfe der klinischen Datenbank MaCa des Frauenklinikums Rechts der Isar konnten die
klinischen Parameter der 97 Patientinnen erhoben und ausgewertet werden. Das tripel-
negative Kollektiv wurde dabei auf die vorliegenden Tumoreigenschaften (TNM-Status und
Grading), das Erkrankungsalter, den histopathologischen Subtyp sowie auf erfolgte Therapien
hin tiberpriift. Die folgende Tabelle stellt die wichtigsten klinischen Parameter dar.

KLINISCHE PARAMETER N=97 PROZENT (%)

Alter

<50 33 34

> 50 64 66

Mittleres Alter 57,8 0
Menopausenstatus

Pramenopausal 30 32

Postmenopausal 62 66

Perimenopausal 1 1

unbekannt 4 0
Tumorgrofie

pT1 37 39

pT2 44 46

pT3 5 5

pT4 9 9

unbekannt 2 0
Nodalstatus

NO 49 52

N1 33 35

N2 10 11

N3 2 2
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unbekannt
Fernmetastasen

MO

Ml

unbekannt
Histologisches Grading

Gl

G2

G3

unbekannt
Histopathologischer Subtyp

Invasiv duktal

Invasiv lobuldr

Medullér

andere
Therapie

Keine

FEC

EC-CMF

EC

Anthrazykline/Taxane

Andere

unbekannt

81

15

76

73

11

21

25

19

16

92

16

83

85

13

22

27

20

17

Tabelle 17: Klinische Daten
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4.1.1. Klinische Daten

Das durchschnittliche Erkrankungsalter im tripel-negativen Patientenkollektiv lag bei 57,8
Jahren und somit sechs Jahre unter dem durchschnittlichen Erkrankungsalter bei anderen
Brustkrebstypen. Ein jiingeres Erkrankungsalter als Charakteristikum fiir die Entitdt des
TNBC wurde somit auch in dem vorliegendem Patientenkollektiv bestétigt. Folglich ergab
sich auch ein erhohter Anteil an prdmenopausal erkrankten Frauen von 32% im

Gesamtkollektiv.

Bei der Auswertung der beobachteten Tumorgréflen konnten die meisten Tumore in den
Stadien pT1 und pT2 beobachtet werden. 37 Patientinnen wiesen einen pT1 Tumor auf, also
einen Tumor bis zu einer Gréfle von 2cm. Den grofiten Anteil machten mit 41 Betroffenen die
Tumore der pT2 Kategorie aus, welche durch eine Tumorgroe von 2 cm bis 5 cm
gekennzeichnet sind. Tumore, die grofer als Scm im Durchmesser waren, konnten bei 5
Patientinnen im pT3 Stadium beobachtet werden. Eine dem pT4 Stadium entsprechende
Ausdehnung des Tumors bis auf die Brustwand oder Haut konnte bei 9 Patientinnen
beobachtet werden. Die Brustwand schlie3t dabei Rippen, interkostale Muskulatur und den
Serratusmuskel mit ein. Bei 2 Patientinnen lagen keine Angaben zur GroBe des Priméirtumors

Vor.

Bei 45 Patientinnen lagen bereits bei der Exzession des Primdrtumors weitere
Lymphknotenmetastasen vor. In 33 Féllen handelte es sich dabei um 1-3 befallene bewegliche
ipsilaterale axilldire Lymphknoten, was dem Nodalstatus N1 entspricht. Bei 10 Patientinnen
liegt ein N2 Status vor, d.h. es kommen 4-9 befallene ipsilaterale Lymphknoten vor, die zum
Teil untereinander oder an anderen Strukturen fixiert sind oder es finden sich klinisch
erkennbare ipsilaterale Lymphknoten entlang der A. mammaria interna ohne axilldre
Lymphknotenmetastasen. In zwei Fillen konnte ein N3 Status beschrieben werden. Die N3
Kategorie umfasst den Befall von mindestens 10 ipsilateralen axilliren Lymphknoten oder
den Befall von ipsilateralen infraklavikuldren Lymphknoten oder das Vorkommen von
klinisch erkennbaren Lymphknotenmetastasen entlang der A. mammaria interna mit
zusitzlichem axillirem Lymphknotenbefall. 49  Patientinnen waren frei von
Lymphknotenmetastasen und zeigten so den nodal negativen NO Status. Bei drei der
Patientinnen konnten der Datenbank keine Informationen zum Nodalstatus entnommen
werden. Die nachfolgende Tabelle zeigt den Nodalstatus in Beziehung zu der
zugrundeliegenden TumorgroBe des Primarius. Bei den Tumoren zwischen 2-5c¢m zeigte sich

bereits bei der Hilfte der Patientinnen ein positiver Lymphknotenstatus.
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NODALSTATUS
TUMORGROBE Positiv (%/n) Negativ (%/n)
pT1 27% (10) 72% (26)
pT2 50% (22) 50% (22)
pT3 100% (4) 0%
pT4 100% (8) 0%

Tabelle 18: Lymphknotenstatus in Beziechung zur Tumorgrofie

Bei sieben Patientinnen wurden im Rahmen der Staging-Untersuchung Fernmetastasen
gefunden, wohingegen bei 81 ein MO Status, also keine Fernmetastasierung verzeichnet

werden konnte.

Durch  histopathologische = Untersuchungen  konnte eine  Klassifizierung  des
Differenzierungsgrades der Tumore vorgenommen werden. Dabei wurden eine tubuldre
Differenzierung, Polymorphien und der Anteil der Mitosen beriicksichtigt. Es zeigten 76 der
Tumore eine geringgradige Differenzierung (G3) und somit ein aggressives Wachstumsprofil.
Lediglich bei 4 Tumoren konnte ein Gl- und bei 15 ein G2-Stadium mit geringer

Entdifferenzierung beobachtet werden.

Die histologische Klassifiktaion der Tumore wurde durch Pathologen des Pathologischen
Institutes des Klinikum MRI vorgenommen. Dabei zeigte die Mehrheit der Tumore einen
invasiv duktalen Subtyp, also einen von den Epithelzellen der Milchgénge ausgehenden
Tumor. 73 Patientinnen, also 75% des Kollektivs zeigten diesen histologischen Typ. Bei ca.
5% der Tumore handelte es sich um ein invasiv lobuldres Malignom, wohingegen 8% einen

medulldren Phénotyp zeigten.

21 Patientinnen aus dem Kollektiv wurden adjuvant nicht weiter mit Zytostatika behandelt.
Bei 3 Patientinnen ist der weitere Therapieplan unbekannt, die restlichen 73 Patientinnen
wurden mit unterschiedliche Therapiestrategien adjuvant behandelt. In 25 Fillen wurde das
FEC-Therapieschema angewandt. Die Patientinnen wurden dabei mit 5-FU, Epirubicin und
Cyclophosphamid in 6 Zyklen im Abstand von 3 Wochen behandelt. Bei 19 Patientinnen

wurde ein kombiniertes Therapieschema angewandt. Es wurde mit dem EC-Protokoll
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begonnen und in der Regel 3 Zyklen CMF angeschlossen. Bei dieser Polychemotherapie
wurden folglich die vier folgenden Zytostatika eingesetzt: Epirubicin, Cyclophosphamid,
Methotrexat und 5-FU. 16 Patientinnen wurden hingegen nur mit Epirubicin und
Cyclophosphamid im Rahmen des EC- Schemas in 6 Zyklen dreiwdchigen Abstand
behandelt. Eine anthrazyklin und taxanhaltige Therapie wurde bei der Behandlung von 6
Patientinnen eingesetzt. Im Rahmen von Studien und experimentellen Therapien wurde die
Behandlung von 7 Patientinnen mit unterschiedlichen Schemata durchgefiihrt. In drei Fillen
konnte nicht ermittelt, werden welche Therapien eingesetzt wurden. Nachstehende Tabelle
gibt Uberblick iiber die Therapiestrategien die bei Mutationstriigerinnen angewandt wurden

und diejeigen die bei Wildtypen zum Einsatz kamen.
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CHEMOTHERAPIE DER ,,NICHT-BRCA1-PATIENTINNEN

Therapie Anzahl Prozent (%)
FEC 25 26,3
EC 20 21,1
CMF 14 14,7
Antrazyclin + Taxan 6 6,3
Andere 7 7,4
keine 20 21,1
Keine Auskunft 1 1,1
abgesetzt 2 2,1
Tabelle 19: Chemotherapieregime Wildtypen; insgesamt wurden 51 Patientinnen mit antrazyklin-haltigen Regimen
behandelt.

CHEMOTHERAPIE BEI BRCA1-MUTATIONTRAGERINNEN
Therapie Anzahl %
FEC 3 30%
EC 2 20%
CMF 2 20%
Antrazyclin + Taxan 0 0
Andere 2 20%
keine 1 10%
Keine Auskunft 0 0
abgesetzt 0 0

Tabelle 20: Einsatz von Chemotherapeutika bei Mutationstrigerinnen
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4.2. Mutationen

Nach der Durchfiihrung der HRM-Analysen aller Exons wurden abweichende Schmelzkurven
mittels Sequenzierung auf Sequenzvarianten und Mutationen untersucht. Dabei musste
aufgrund der zum Teil schlechteren Qualitit der Tumor DNA im Vergleich zur
Routinediagnostik, die DNA aus Lymphozyten verwendet, hdufiger eine Sequenzanalyse
angeschlossen werden. Bei den Analysen der gesamten codierenden Region des BRCAI-

Gens der suspekten Proben konnten zehn pathologische Mutationen identifiziert werden.

4.2.1. Unbekannte Mutationen

Es wurden zwei unbekannte Mutationen identifiziert, die nicht in der BIC Datenbank, einer
frei zugédnglichen Online-Datenbank, welche Mutationen in den BRCA-Suszeptibilitdtsgenen
listet, registriert sind. Dabei handelt es sich um eine neuartige Nonsens-Mutation im Exon 16
(c.5007G>T; E1630X) und eine SpleiBmutation im Exon 19 (c.5313delG). Die Nonsens-
Mutation im Exon 16 wurde als klinisch relevant eingestuft, da sie einen Abbruch der
Proteinkette ab Aminosdure 1630 verursacht und somit fiir die Funktion des Genprodukts
relevant ist. Die SpleiBmutation sollte ebenfalls in einem verkiirzten Protein resultieren, da
durch die Verdanderung der Konsensus-Spleifistelle an der Exon19/Intron19-Grenze (Deletion

des G) die korrekte Entfernung des Intron 19 nicht mehr gewéhrleistet ist.

Die oben genannte Mutation in Exon 16 (¢.5007G>T) wurde bei einer Patientin nachgewiesen
die im Alter von 46 Jahren erkrankte. Eine positive Familienanamnese konnte nicht mehr
erhoben werden, so dass nicht zu eruieren war, ob es sich um eine rein somatische Mutation
handeln konnte. Die zweite unbekannte Mutation in Exon 19 (c.5313delG) wurde bei einer im
Alter von 78 Jahren erkrankten Patientin nachgewiesen. Auch hier war bei unklarer
Familienanamnese nicht mehr zu beweisen, dass eine somatische Mutation vorliegt, wovon

jedoch aufgrund des hohen Alters auszugehen ist.

4.2.2. Bekannte Mutationen

Es konnten noch 7 weitere Mutationen identifiziert werden, die bereits in der BIC Datenbank
registriert sind: Darunter befanden sich die hdufig vorkommenden ,,Founder*- Mutationen
¢.300T>G (C61G) in Exon 5, sowie ¢.5385-5389insC in Exon 20, welche in unserem
Kollektiv zweifach zu beobachten war. Bei den ,,Founder- Mutationen handelt es sich um
Keimbahnmutationen, die in bestimmten Bevolkerungsgruppen gehduft vorkommen. Auch in
der deutschen Bevolkerung konnte ein vermehrtes Vorkommen der beschriebenen Mutationen

in Exon 5 und 20 nachgewiesen werden (Meindl and Cancer 2002). In der BIC Datenbank
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wurde die Mutation ¢.300T>G in 228 Fillen und die Insertion ¢.5385-5389 in 1063 Fillen
registriert. Bei ¢.300T>G handelt es sich interessanterweise um einen pathogenen
Aminosdureaustausch (Missense-Mutation), der das 5-RING-Finger Motiv des BRCAI-
Proteins betrifft.

Im Exon 5 wurde zudem eine beschriebene Spleilmutation (IVS5+1G>T) entdeckt. Dabei
kommt es durch den Basenaustausch G>T an der ersten Position des Introns 5 zu einer
Verdnderung der Spleikonsensussequenz. Dies bewirkt den Verlust der Nukleotide 310-331
und somit den Abbruch der Translation bereits bei Codon 64. Diese Mutation fiihrt
nachweislich zu einer nicht korrekt gesplieBten mRNA und so zu einer Reduktion des
funktionsfahigen Proteins (Szabo, Worley et al. 2004). Die Mutation wurde in der BIC
Datenbank 4 mal registriert.

Zwei weitere bekannte Mutationen betrafen das Exon 11. Es handelt sich dabei um eine
Deletion von 4 Basenpaaren an Nukleotidposition ¢.3875, die eine Leserasterverschiebung zur
Konsequenz hat und bereits in 121 Féllen in der BIC Datenbank registriert wurde. Obwohl
das Exon 11 das grofite Exon mit einer Lidnge von mehr als 5000 Basenpaaren und 62% der
codierenden Information darstellt, konnten insgesamt nur 2 Mutationen gefunden werden.
Eine weitere Mutationtrigerin (Deletion ¢.3819del5Sbp im Exon 11) wurde bereits im Rahmen
der tumorgenetischen Sprechstunde der Frauenklinik MRI identifiziert. Diese Mutation wurde

fiir 60 weitere Tragerinnen in der Datenbank beschrieben.

Im Exon 19 konnte durch die Sequenzanalyse eine weitere bekannte Nonsens-Mutation
identifiziert werden. Bei Nukleotidposition ¢.5298 wurde ein Basentausch von A nach T
beobachtet, der den Einbau eines Stopp-Signals (K1727X) zur Folge hat. Die Mutation wurde

& mal in der Datenbank verzeichnet.

Im Exon 20 wurde schlie8lich ein weiterer beschriebener Basentausch, ¢.5370C>T (R1751X),
nachgewiesen, der ebenfalls zum friihzeitigen Ablesen eines Stoppcodons und somit zu einem
verkiirzten Protein fiihrt. Diese pathogene Variante wurde 32 mal in den Registern der

Datenbank verzeichnet.

54



Ergebnisse

4.2.3. Tabellarische Darstellung der Mutationen

NUKLEOTID- ERKRANKUNGS-
SAMPLE EXON EFFEKT FAMILIENANAMNESE
POSITION ALTER
1 5 ¢.300T>G C61G° 57 unklar
2 5 IVS5+1G>T Spleifddefekt 54 unklar
3 11 ¢3819del5bp  Frameshift 37 Tumorrisikosprech-
4 11 ¢.3875del4bp Frameshift 46 unklar
5 16 ¢.5007G>T E1630X* 46° unklar
6 19 ¢.5298A>T K1727X 47 MaCa Schwester mit 51
7 19 c.5313delG SpleiRdefekt* 78° unklar
8 20 ¢.5370C>T R1751X 49 Somatisch
9 20 ¢.5385-5386insC Frameshift® 25 unklar
10 20 ¢.5385-5386insC Frameshift® 56 unklar

Tabelle 21: Tabellarische Darstellung der analysierten und bestitigten Mutationen. Dabei wurden die erstmals
beschriebenen Mutationen mit einem Stern * markiert. MaCa = Mammakarzinom. ¢ verstorben
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Mutationstypen

Frameshift Mutation (FS)

Bei Frameshift-Mutationen kommt es aufgrund von Deletionen
oder Insertionen von einer oder mehreren Basen zu einer
Verschiebung des Leserasters, sodass bei der Translation keine
sinnvolle Information fiir eine Proteinstruktur abgelesen wird.
Meist kommt es durch die Verschiebung des Rasters zum
vorzeitigen Ablesen eines Stoppkodons und somit zu einem

verkiirzten Protein.

Spleimutation (Sp)

Aufgrund einer Spleiimutation kommt es zu einem
fehlerhaften Zuschneiden der mRNA und somit zu einem

verdanderten Protein.

Missense-Mutation (MS)

Bei der Missense-Mutation handelt es sich um eine
Punktmutation, die dazu fiihrt, dass das betroffene Kodon fiir
eine andere Aminosdure kodiert. Somit kann es zu

Verdnderungen in der Proteinstruktur kommen

Nonsense-Mutation (NS)

Durch eine Nonsense-Mutation kommt es, aufgrund des
Austauschs eines Nukleotids zur frithzeitigen Kodierung eines

Stopp-Signals

Tabelle 22: Erliuterung einzelner Mutationskategorien
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4.2.4. Darstellung der Schmelzkurven und der Sequenzen
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Schmelzkurvenanalysen mit den dazugehorigen
Sequenzmustern dargestellt. Dabei wird zur Verdeutlichung der mutierten Sequenz ein

Wildtyp mit dargestellt, wobei sich die Wildtypsequenz stets im unteren Feld befindet.

1. Exon 5 —¢.3007T<G

15693
14139 7]
12,699 g
11133
9699
8193
5633
5139
3693
2139
0639
0801
230
3801

Exon 5 ; ¢.300T>G

Signalintensitat

75 76 77 78 79 80 a1 82 a3 g4 a5 86 a7 a8 a3 a0 91

Temperatur ( °C)

Abbildung 12: Schmelzkurvenanalyse, Exon 5

666 6GC CTTCACABGGSB T C.C T T TATGTAAG AATSG AT ATAA

l

Abbildung 13: Sequenz mit Basenaustausch; Mutation ¢.300T>G; in der mutierten Sequenz ist der Wildtyp nur noch

minimal sichtbar, es konnte sich dabei auch um Reste von Normalgewebe handeln, es handelt sich daher
wahrscheinlich um ein LOH.
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2. Exon 5 IVS5+1G>T

7.977
7177 ,"/ F\\\
6377] / \ — Exon 5 ;IVS5+1G>T
- 5577 /“
Hev} 1 !
i} 4777
é’ 3.977]
ol 3177
é 2377
g 1.577
o0 0.777]
w ]
0.023] =
75 755 76 765 77 775 78 785 79 795 a0 805 & @15
Temperatur ( °C)
Abbildung 14: Schmelzkurvenanalyse Exon 5
PSR T R Y SR DO ST Y e L T e R N e e ) R SR N Rl B ] o

A A

ARG T AT A TTASTR T

l

Dot

Abbildung 15: Sequenz mit Basenaustausch; Mutation IVS5+1G>T fiihrt zum Spleiidefekt, Wildtypsequenz gut

erkennbar, es handelt sich wahrscheinlich um eine heterozygote Mutation im Tumor, oder einen grofieren Anteil an

Normalgewebe.
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3. Exonll-c.3875del4bp

10,000
9.300
8.600H
7.900
7.200H

65001 Exon 11 ;
5,800

5,100 c.3875del4bp

4.400] it S W
3.700 4
3.000
2.300H
1.600 |
0.900
0.200
-0.500H
-1.200
-1.900
-2.600

Signalintensitat

78 785 79 795 80 805 81 815 8 85 83 85 84 845 8 85 8

Temperatur ( °C)

Abbildung 16: Schmelzkurvenanalyse Exon 11

CCGBGAGBGTGBGTCT Gt c ANNNANCAC NNANNANANNTNNN

CCGAGTGTCTGT CTAAB AACACAG AGGAGAATTTATTA

Abbildung 17: Sequenz mit Deletion von 4 bp und Leserasterverschiebung; Mutation ¢.3875del4bp
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4. Exon 16 —c.5007G>T

12,801
11.301
9801 Exon 16 ; ¢.5007G>T
8.301

£.801]

)\
A~ E7: 29393
¥\ '\|

1 \

i
= 5301
a 3801
g 2.301]
é 0,801
g 0639 |
%D 2133
3699 | £
775 78 785 79 795 60 805 &6 815 62 825 8 835 84 845 685 @5 66 865 8 875
Temperatur ( °C)
Abbildung 18: Schmelzkurvenanalyse Exon 16
AN OT SRITCEAN R T BTG TA AT A a=6 T 6 T 6 A 6 CA g6
\ \{\’
0 /
A'AT 6 CAAT 6 6 AABG AAABTGT 6 AG CA G B 6

Abbildung 19: Sequenz mit Basenaustausch; Mutation ¢.5007G>T, in der mutierten Sequenz ist der Wildtyp gut

sichtbar, es handelt sich wahrscheinlich um eine heterozygote Mutation oder viel Normalgewebe.
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5. Exon 19-¢.52984>T

3,938, .
3.488) o
3.038] Exon 19 ; ¢.5298A>T
2588, \

2138
1,688
1.238,
0.788]
0.338,

0.112]
0.562
1.2

Signalintensitat

77 775 78 785 79 735 a0 805 81 815 82 825 3 835 84 845

Temperatur ( °C)

Abbildung 20: Schmelzkurvenanalyse Exon 19

AAAAATGC TGAATGAGGTAAGTAC TTGAT GT TACAAAC TA A

Abbildung 21: Sequenz: Punktmutation A>T, aufgrund verarbeitungstechnischer Griinde und Defekt des
Speichermediums mangelhafte Qualitiit der Darstellung.
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6. Exon 19-c.5313delG

1
5,699
4,935
4,295
| Exon 19 ; ¢.5313delG
3599
) 2695
Hev) ]
h=1 2198/
n
o 1.499]
et 0,798
i ‘
= 0.098] — =
(9] a =
gn 0,602 £ : ‘
72} 1,302 g /
2002] S T
765 77 775 78 785 79 795 50 805 81 815 82 825 83 835 84

Temperatur ( °C)

Abbildung 22: Schmelzkurvenanalyse Exon 19

AAAAAT GC TGAATGAG-TAAGTACTTGAT GTTACAAAC TA A

i jbl“.xm,.“ Ll

AAAAATGC TGAATGAGGTAAGTACTT 6GAT GT TACAAAC TA A ATGTTACAAACTAA

Abbildung 23: Sequenz mit Deletion eines G, dadurch Verschiebung des Leseraster, es ist neben der Wildtypsequenz
die mutierte Sequenz zu erkennen, daher handelt es sich wahrscheinlich um eine heterozygote Mutation.
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7./8. Exon 20 ¢.5370C>T und Exon 20 ¢.5385-5386insC

Signalintensitat

13342 .

11.842] / ‘

10,3421 Exon 20 ; ¢.5370C>T
8842

7342

5812 ;\_,7 Exon 20 ;
4342 S ¢.5385-5386insC

2.842
1.342

-0.1581
-1.6581
-3.1581

a1 815 82 825 83 835 g4 845 85 855 86 865

Temperatur ( °C)

Abbildung 24: Schmelzkurven Exon 20

6 AAAC CACCA AGG TCCA AAgQgCGBGAGCAAG AB AATCCC

Ty

|
el A ) W

Abbildung 25: ¢.5370C>T
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9. Exon 20 — ¢.5385-5386insC

4769,
4089, X ~
3389 Exon 20 ;
2669] ¢.5385-5386insC
= 1.969
:Lvs ,\“
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g | o= P
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AAAGCGAGCAAG
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Abbildung 26: ¢.5385-5386insC

aG AATCCCANGNNNN NAAGGGNANNNNNCCNNCCNNI

l (

e o

AAAGCGAGCAAG AGAATCCCAGG ACAG AAAGGTAL_AGCTCCCTCCCTC

b

Wt
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10. Exon 20 — ¢.5385-5386insC

4769
4.083] “ |
3369 Exon 20 ;

2669 | ¢.5385-5386insC
1.363]
1.263]

0.563

-0.131

-0.831
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-2.231
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Abbildung 27: Schmelzkurvenanalyse Exon 20

AAGBGC GAGCAAG AG AATCCCCAGG aCa gAAaGBGGTAAaGCTCCCTCCC

i
“M“ﬂ AUV AN A W 'ﬂ“i’ i

AABGCGAGCAAG AG AATCCC-AGG ACAG AAAGBGGTAAAGCTCCCTCCC

l
MMMMMM\MWMMMMMM

Abbildung 28: Sequenz mit Insertion ¢.5385-5386ins C und daraus resultierender Leserasterverschiebung, wobei es

sich wahrscheinlich um eine heterozygote Mutation handelt.
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4.3. Polymorphismen

Neben den pathogenen Mutationen konnten auch zahlreiche Polymorphismen beobachtet
werden. Dabei handelte es sich um Einzelnukleotidpolymorphismen, die unter dem
englischen Begriff der SNPs (Single nucleotid polymorphismen) zusammengefasst werden
konnen und mit einer Hiufigkeit von 1% in groBen Populationen vorkommen. SNPs sind mit
90% die haufigsten genetischen Verianderungen im menschlichen Genom. In bestimmten
Regionen des Genoms kommen SNPs gehduft vor, so auch im BRCA1 Gen. Es kann sich
dabei um Punktmutationen handeln, die hédufig eine stille Mutation darstellen und den Einbau
gleichartiger Aminosduren zur Folge haben. Ein Basenaustausch kann aber auch zu dem
Einbau einer anderen Aminosiure fithren. Kommt es jedoch durch den Einbau der neuen
Aminosdure nicht zur Verdnderung der Tertidrstruktur des Proteins, so kann dieses voll
funktionsfahig sein. Diese Punktmutationen tragen zur Varianz im menschlichen Genpool bei.
Dabei ist die ihnen zukommende Funktion noch nicht vollstindig geklart. Es wird unter
anderem vermutet, dass ihr Vorkommen in regulatorischen Regionen zu einer verdnderten
Transkription fithren kann. Es besteht zudem die Annahme, dass sie die Entwicklung von
Krankheiten oder auch die Wirksamkeit von Medikamenten beeinflussen konnen oder auch
Hinweise auf weitere im Genom vorliegende Verdnderungen geben konnen. Fiir die
Entwicklung von Brustkrebs und dem Vorliegen von SNPs im BRCA1 Gen konnte jedoch

bisher kein eindeutiger Zusammenhang nachgewiesen werden.

Fir das BRCA1-Gen ist das Auftreten von so genannten gekoppelten Polymorphismen
(Cluster-Polymorphismen) charakteristisch. Kommt bei einem Individuum ein SNP an einer
Position des Clusters vor, so finden sich bei ithm auch auf den weiteren Positionen des
Clusters die bekannten Polymorphismen. Fiir die Analyse des BRCA1-Gens umfasst das
Cluster gekoppelte SNPs im Exon 11 bis hin zu Exon 16. Die folgende Tabelle zeigt die

Cluster-umfassenden Polymorphismen.
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EXON/INTRON NUKLEOTIDPOSITION CODON VERANDERUNG AS-AUSTAUSCH
Exon 11 2201 694 C>T Ser/Ser
Exon 11 2430 771 >C Leu/Leu
Exon 11 2731 871 C>T Pro/Leu
Exon 11 3232 1038 A>G Glu/Gly
Exon 11 3667 1183 A>G Lys/Arg
Exon 13 4427 1436 >C Ser/Ser
Exon 16 4956 1613 A>G Ser/Gly
Intron 16 -92 - A>G -

Intron 16 -68 - A>G -

Tabelle 23: Gekoppelte Polymorphismen des BRCA1 Gen, wie aus der Tabelle hervorgeht findet sich bei 4
Clusterpolymorphismen ein Aminosiiureaustausch

4.3.1. Gekoppelte Polymorphismen im Patientenkollektiv

Aufgrund des enormen Aufwandes der Sequenzierung wurde nach der Durchfithrung des
Priascreenings mittels des Light Cyclers exemplarisch ein gekoppelter Polymorphismus des
Musters seqenziert. Konnte hier eine Verdnderung nachgewiesen werden und das Muster der
LightCycler Ergebnisse stimmte iiberein, wurde der gekoppelte Polymorphismus zugeordnet.
In dem Kollektiv konnte so bei 53% der Patientinnen das Auftreten von gekoppelten
Polymorphismen nachgewiesen werden, wobei dazu 4 von 10 Mutationstridgerinnen zihlten.
Es resultiert daraus, dass die Frauen, welche keine pathologische Mutation aufweisen, in 55%
der Fille einen gekoppelten Polymorphismus zeigen. Bei den Mutationstriagerinnen ist dies

jedoch nur bei 40% der Frauen der Fall.

4.3.2. Gekoppelte Polymorphismen mit unvollstindigem Verlauf

Bei groBleren Deletionen im Genom besteht die Moglichkeit, dass es zu Verlusten im Bereich
der Clusterpolyregionen kommt. Es kann so dazukommen, dass das Muster der gekoppelten
Polymorphismen nicht einheitlich ist. Das heiit der gekoppelte Basenaustausch zeigt sich
nicht an allen Loci. Diese Unterbrechung des Musters kann Hinweis auf einen Verlust von

Genmaterial sein.
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In dem Patientenkollektiv konnten nach genauen Analysen der HRM-Kurven Hinweise darauf
gefunden werden, dass bei einer Patientin ein solcher Verlust vorliegt. In einem Fall konnte
keine Kontinuitdt des Clusterpolymorphismus mittels Light Cycler nachgewiesen werden.
Hier wurde eine Sequenzierung mehrerer gekoppelter Polymorphismen vorgenommen und es
konnte so ein LOH nachgewiesen werden. Der Clusterpolymorphismen zeigte sich nur auf
einem Allel, die Patientin ist also heterozygot fiir diese Variante und hat durch Verlust der

Heterozygotie die Sequenz mit dem gekoppelten Polymorphismus teilweise verloren.

4.3.3. Polymorphismen auflierhalb des Clusters
Neben den Clusterpolymorphismen kommen im BRCA1- Gen noch weitere Polymorphismen
vor, die keinen Krankheitsrelevanz aufweisen. Thre Bedeutung ist weitgehend unbekannt. Die

im Kollektiv gefundenen Polymorphismen werden in der folgenden Tabelle dargestellt.

HAUFIGKEIT .
EXON POLY HAUFIGKEIT IN %
ABSOLUT
Exon 11 1186A>G 12 12%
Exon 11 2196G>A 5 5%
Exon 11 3238G>A 4 4%

Es wurde ebenfalls in der BIC Datenbank recherchiert, in welchen Hiufigkeiten die
Polymorphismen beschrieben wurden. Hier zeigte sich, dass der SNP 1186A>G bereits 82
mal, der SNP 2196G>A 16mal und die Variante 3238G>A 45mal registriert wurden. Aus der
Datenbank ist dariiber hinaus zu entnehmen, dass der Polymorphismus 2196G>A basierend
auf den derzeit verfiigbaren Daten keine klinische Bedeutung hat, da der Basenaustausch

neutral ist und somit das Protein in seiner Funktion dem des Wildtyps entspricht.

4.3.4. UnKklassifizierte Varianten

Es wurde dariiber hinaus bei einer Patientin ein Basenaustausch festgestellt, der von der BIC
Datenbank als unklassifizierte Variante kategorisiert wird. Es handelt sich dabei um eine
Punktmutation, bei der auf Position 4447 anstelle eines G ein A auftritt und es somit zu einem
Aminosdureaustausch von Arginin zu Glycin kommt. Jedoch scheint dies nach

gegenwirtigem Wissensstand die Funktion des BRCA-Proteins nicht zu verdndern.
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4.4. Korrelationen und Kreuztabellen
Zur Uberpriifung beobachteter Zusammenhiinge klinischer Variabeln wurden mit dem tripel-
negativen Patientenkollektiv Korrelationsanalysen durchgefiihrt und. Fiir niedrige kategoriale

Variablen wurden Kreuztabellen erstellt und eine Chi-Quadrat-Testung durchgefiihrt.

4.4.1. Kreuztabellen

Die Kreuztabellen stellen in Verbindung mit dem durchgefiihrten Chi-Quadrat-Test den
Zusammenhang kategorialer Variabeln des Patientenkollektivs dar und zeigen, ob von dem
Kollektiv auf die Grundgesamtheit riickgeschlossen werden kann. Dabei sind folgende
Ergebnisse hervorzuheben, die einen klaren statistischen Zusammenhang aufweisen. Hierbei
werden die rein klinischen Parameter in Teil A dargestellt, wohingegen die Korrelationen

klinischer Parameter mit dem BRCA1-Status im Teil B dargestellt werden.

A) Korrelationen rein klinischer Parameter

Nodalstatus und Metastasen

Die Kreuztabelle stellt den Zusammenhang zwischen Nodalstatus und dem Auftreten von
Metastasen dar. Durch statistische Tests mittels Chi-Quadrat Tests konnte gezeigt werden,
dass dieser Zusammenhang in dem Patientenkollektiv {ibertragen auf die Grundgesamtheit
bestitigt werden kann. Dabei zeigt sich in der Gruppe, die pN2 und pN3 zusammenfasst, ein
vermehrtes Auftreten von Metastasen im Vergleich zu der Gruppe mit den Nodalstadien pNO

und pN1.

Metastasen
Keine ja Gesamt
Nodalstatus pNO+pN1 74 3 77
pN2+pN3 6 4 10
Gesamt 80 7 87

Tabelle 24: Kreuztabelle mit Darstellung der Hiufigkeiten der Variabeln Nodalstatus und Metastasen. Der
Nodalstatus bezieht sich auf ein zusammengefasste Variabelen Dabei wurden die Nodalstadien pN0 und pN1
zusammengefasst sowie pN2 und pN3. Die Variabeln fiir Metastasen wurde in die Kategorien Vorhandensein und
Nichtvorhandensein eingeteilt.
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Asymptotische Signifikanz (2 seitig )
Chi-Quadrat nach Pearson <0,001

Tabelle 25:Chi-Quadrattest nach Pearson

Tumorstadium und Metastasen

Durch die Darstellung der im Kollektiv vorkommenden Tumorstadien und den im Bezug dazu
auftretenden Metastasen mit Hilfe der Kreuztabelle wird deutlich, dass hohere T Stadien mit
dem Auftreten von Metastasen assoziiert sind. Dieser sich darstellende Zusammenhang
konnte mit Hilfe der Chi-Quadrat Testung verifiziert werden, bei einem statistisch

signifikanten p-Wert von <0,001.

Metastasen
0 1 Gesamt
Tumorstadium 1 76 1 77
2 5 6 11
Gesamt 81 7 88

Tabelle 26: Kreuztabelle mit Darstellung der Variabelnhiufigkeiten. Das Tumorstadium stellt eine zusammengesetzte
Variable dar. Dabei werden unter 1 die Stadien pT1 und pT2 zusammengefasst, unter 2 die Variablen pT3 und pT4.
Die Variabeln fiir die Metastasen werden nach Vorhandensein und nicht Vorhandensein klassifiziert.

Asymptotische Signifikanz (2-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson <0,001

Tabelle 27: Chi -Quadrat Test nach Pearson
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Nodalstatus und Tumorgrofie

Es besteht ein positiver Zusammenhang zwischen Tumorgrof3e und Lymphknotenbefall.

Nodalstatus
0 1 Gesamt
Tumorgrofie 1 48 32 81
(pTzus) 2 1 12 14
Gesamt 49 44 95

Tabelle 28: Kreuztabelle zur Darstellung von Tumorgréfie und Nodalstatus. Dabei werden unter 1 die Stadien pT1
und pT2 zusammengefasst, unter 2 die Variablen pT3 und pT4.

Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

Chi-Quadrat nach Pearson <0,001

Tabelle 29: Chi-Quadrat nach Pearson

B) Korrelationen klinischer Parameter mit dem BRCA1-Status

Statistisch nicht signifikante zusammenhingende Variablen

Eine Abhingigkeit der folgenden Variabeln konnte hingegen nicht auf die Grundgesamtheit
iibertragen werden. Es bestand somit kein Zusammenhang zwischen den Mutationstriagern
und dem vermehrten Auftreten von Metastasen, hoheren Nodal-Stadien oder Tumorgrofen,
Dariiberhinaus konnte auch kein statistisch signifikanter Unterschied in den angewendeten
Therapieregimen  zwischen  Nicht-Mutationstrdgerinnen  und  Mutationtrdgerinnen
nachgewiesen werden. Es bestand zudem sowohl kein Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von Clusterpolymorphismen als auch dem von iibrigen SNPs in Bezug zum
Mutationsstatus. Obwohl ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter und dem
Menopausenstatus  im  gesamten BRCA1-Kollektiv ~ besteht, das sowohl die
Mutationstragerinnen als auch die BRCAI1-Methylierung beriicksichtigt (unpublizierte
Ergebnisse der Arbeitsgruppe), konnte dieser Zusammenhang nicht fiir die BRCAI-
Mutationstragerinnen allein bestitigt werden. Der Chi-Quadrat Test erbrachte fiir den
Zusammenhang von BRCA 1-Mutationstatus und Menopausenstatus einen p-Wert von 0,137.
Die Auswertung der Beziehung zwischen dem Mutationsstatus und dem Alter tiber bzw. unter

50 Jahre erbrachte einen durch Chi-Quadrat-Testung ermittelten p-Wert von 0,067.
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Alter und BRCA1-Mutation
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Abbildung 29: Altersstruktur der Mutationstriger und Wildtypen im Box-Plot. Die folgende Abbildung stellt das
Erkrankungsalter der Wildtypen und der Mutationstrigerinnen gegeniiber. Obwohl sich graphisch der Eindruck
eines fritheren Erkrankungsalters bei den Mutationstrigerinnen ergibt, konnte dies nicht mit statistischer Signifikanz
bestitigt werden.
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4.4.2. Klinische Eigenschaften von Wildtypen und Mutationstrigern im Vergleich
Die folgende Tabelle zeigt eine Gegeniiberstellung klinischer Eigenschaften von Wildtypen
(WT) und Mutationstragerinnen im Vergleich. Die statistische Bewertung wurde mittels Chi-

quadrat Testung durchgefiihrt.

CHARAKTERISTIKA TOTAL M[B}l;l(;’?[l (-)N \R]?Illl_f)?;-P P-WERT
Alter bei Diagnose 57,8
Alter<50 Jahre 33 34% 6 60% 27 31,7%
Alter >50 Jahre 64 66% 4 40% 60 68,9%
0,067
Menopausenstatus
Premenopausal 30 32% 5 55% 26 30,8%
Postmenopausal 62 66% 4 45% 58 68,2%
Perimenopausal 1 1%
0,137
Tumorstatus
pT1 37 39% 5 50% 32 37%
pT2 44 46% 4 40% 40 47%
pT3 5 5% 0 0% 5 5,.8%
pT4 9 9% 1 10% 8 9.,4%
0,792
Histol. Grading
Gl 4 4% 0 4 4,7%
G2 15 16% 3 30% 12 14,2%
G3 76 83% 7 70% 69 81,2%
0,361
Nodal-Status
Positiv 45 52% 1 10% 45 53,5%
Negativ 49 48% 9 90% 40 47,6%
0,031
Polymorphismen
Ja 61 62,9% |6 60% 55 63,2%
Nein 36 37,1% |4 40% 32 36,8%
0,842
Metastasen
Ja 7 8% 1 10% 7 8,8%
Nein 81 92% 9 90% 72 91,1%
0,325

Tabelle 30: Klinische und histopathologische Kriterien im Vergleich zwischen Mutationstriigerinnen und Wildtypen

Nur eine Mutationstriagerin weist einen positiven Lymphknotenstatus auf, wohingegen 53,5%

der Patientinnen ohne BRCA 1-Mutation einen Lymphknotenbefall zeigen (p=0,031).
73



Ergebnisse

4.5. Statistiken zum Uberleben und rezidivfreien Intervall

Zur Auswertung des Gesamtiiberlebens und der rezidivfreien Intervalle im Patientenkollektiv
wurden absolute und relative Héufigkeitsberechnungen durchgefiihrt. Die rezidivfreien
Intervalle und das Gesamtiiberleben wurden im zeitlichen Verlauf betrachtet. Zudem wurden
zur  graphischen Darstellung der Uberlebensstatistik ~ Kaplan-Meier-Kurven — fiir

Gesamtuberleben und rezidivireie Intervalle berechnet.

4.5.1. Rezidivfreies Uberleben

Hiufigkeiten Giiltige Prozent (%)
rezidivfrei 63 715
rezidiv ’5 28.4
gesamt 38 100
fehlend 9 0
gesamt 97 100

Tabelle 31: Hiufigkeitsverteilungen zum rezidivfreien Uberleben mit Darstellung der aufgetretenen Rezidive und
Anzahl an rezidivfreien Patientinnen

In 25 Fallen wurde im Verlauf ein Rezidiv innerhalb des beobachteten Zeitintervalls (bis zu
194 Monaten bei einem medianen Followup von 63 Monaten) nachgewiesen, dies entspricht
einem Anteil von 28,4% an dem Patientenkollektiv. 63 der Patientinnen, also 71,5%, sind bis
heute rezidivfrei und es konnte keine Krankheitsprogression nachgewiesen werden. Bei 9
Patientinnen konnten keine Daten zum aktuellen Zustand erhoben werden. Beim Vergleich
der Gruppe der BRCA1-Mutationstragerinnen mit Patientinnen mit Wildtyp-BRCAI zeigte
sich, dass der Anteil an Rezidiven in der Gruppe der Mutationstréigerinnen geringer war. Eine

Mutationstragerin erlitt allerdings ein Rezidiv im Alter von 37 Jahren

Rezidiv Relative Anteil
Mutationstriger (n= 8) 1 20%
Keine Mutation (n= 90) 24 27,2%

Tabelle 32 Rezidivhiufigkeit bei Mutationstrigerinnen und Wildtypen
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4.5.2. Rezidivfreies Uberleben nach 1, 2 und 5 Jahren

Jahre Rezidivfreiefreies Uberleben(%) Standardfehler (%)
1 88% +/- 3,4%
2 86% +/-4,3%
5 68% +/-5,3%

Tabelle 33: Mediane rezidivfreie Intervalle

Wihlt man eine Darstellung, welche das rezidivfreie Uberleben nach 1, 2 und 5 Jahren
schitzt, so zeigt sich fiir das erste Jahr, dass 88% (bei einem Standardfehler von +/- 3,4%) der
Patientinnen kein Rezidiv erlitten haben. Innerhalb des postoperativen Intervalls von 2-5
Jahren fillt der Median des progressionsfreien Uberlebens um 18% von 86% auf 68% ab,
wobei der Standardfehler sich vergoBert.

4.5.3. Rezidivmuster

Gesamtzahl Rezidive n=25 Rezidiv innerhalb 3 Jahre Prozent
Jahr 0-3 postoperativ 22 88%
Ab dem dritten Jahr p.o. 3 12%

Tabelle 34: Zeitliche Verteilung der Rezidive

Wie bereits erwihnt, konnte bei 25 Patientinnen das Auftreten eines Rezidivs beobachtet
werden, wobei bei 88% der Patientinnen der Krankheitsriickfall innerhalb der ersten drei
Jahre postoperativ stattfand. Bei lediglich drei der Patientinnen trat das Rezidiv nach einer
Zeitspanne auf, die ldnger als drei Jahre betrug. Es wird also deutlich, dass im Falle eines
Rezidivs dies mit einer hohen Wahrscheinlichkeit innerhalb der ersten drei Jahre auftritt.
Nach drei Jahren ist das Risiko fiir ein Rezidiv in dem tripel-negativen Patientenkollektiv mit

12% gering. Dabei traten die drei beobachteten Rezidive im 4. bis 5. Jahr postoperativ auf.
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4.5.4. Kaplan-Meier-Kurven zum progressionsfreie Uberleben

Zur graphischen Darstellung wurden Kaplan-Meier Kurven erstellt, die das rezidivfreie
Uberleben von BRCA1-Mutationstriigerinnen im Vergleich zu Patientinnen mit Wildtyp-
BRCA1 wiedergeben.

Uberlebensfunktion

wr

Kumulative Uberleben

Progressionsfieies Uberleben

Abbildung 30: Kaplan-Meier-Kurve zum progressionsfreien Uberleben

Obwohl sich ein Vorteil im rezidivfreien/progressionsfreien ~ Uberleben fiir
Mutationstragerinnen in der graphischen Darstellung abzeichnet, liegt hier keine statistische
Signifikanz vor. Die im Log-Rank-Test ermittelten Werte zur Signifikanztestung ergaben
einen p-Wert von 0,284. Dieser Test ermittelt, ob Gleichheit der Uberlebensverteilung bei den
verschiedenen Stufen des BRCAI1 Status vorliegt. Es konnte kein signifikantes

progressionsfreies Uberleben der Mutationstriigerinnen bestitigt werden.
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4.5.5. Gesamtiiberleben

Hiufigkeiten Giiltige Prozent (%)
iiberlebt 65 72,2
verstorben 25 27,7
gesamt 90 100
fehlend 7 0
gesamt 97 100

Tabelle 35: Hiufigkeitsverteilung zum Gesamtiiberleben mit Darstellung der lebenden und verstorbenen Patientinnen

Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten die Uberlebensdaten von 90 Patientinnen des Kollektivs
erhoben werden. Es sind im Verlauf 25 Patientinnen verstorben, was einem Anteil von 27,7%
entspricht, wobei sich die Beobachtungszeitraume fiir die einzelnen Patientinnen

unterscheiden. Derzeit sind 72,2% der Patientinnen des Kollektivs am Leben.

4.5.5. Gesamtiiberleben im Verlauf nach 1, 2 und 5 Jahren

Jahre Medianes Uberleben (%) Standardfehler (%)
1 94% +/-2,5%
2 79% +/-4,4%
5 72% +/-4,9%

Tabelle 36: Medianes Gesamtiiberleben

Um den Verlauf der auftretenden Sterbefdlle besser beurteilen zu konnen, wurde das
Gesamtiiberleben fiir das erste, das zweite und das fiinfte Jahr postoperativ geschitzt. Dabei
muss, wie obige Tabelle zeigt, der Standardfehler beriicksichtigt werden. Nach einem Jahr
waren noch 94% der Patientinnen am Leben wobei sich eine Reduktion zum zweiten
postoperativen Jahr von 15% auf 79% anschloss. Im fiinften Jahr konnte eine Uberlebensrate

fiir das mediane Uberleben von 72% beobachtet werden mit zunehmender Unsicherheit des
Standardfehlers.
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4.5.6. Todesfille bei Mutationstrigerinnen und Wildtypen im Vergleich

Bei einer Beobachtungszeit von bis zu 194 Monaten und einem medianen Followup von 63
Monaten verstarben 25,7% der Patientinnen. Dabei war der Anteil bei den
Mutationstragerinnen etwas geringer. Das Alter der verstorben Mutationstragerinnen lag

einmal bei 46 Jahren und einmal bei 47 Jahren.

verstorben Relativer Anteil
Mutationstriger (n=10) 2 20%
Keine Mutation (n=87) 23 26,4%

Tabelle 37: Todesfille bei Mutationstrigerinnen und Patientinnen mit Wildtype-BRCA1
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4.5.8. Kaplan-Meier-Gesamtiiberleben
Es folgt die graphische Darstellung des Gesamtiiberlebens des Patientenkollektives,
vergleichend fiir BRCA 1-Mutationstrdgerinnen und Patientinnen mit BRCA1-Wildtyp.
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Abbildung 31: Kaplan-Meier-Gesamtiiberleben

Die fiir das Gesamtiiberleben ermittelte Kaplan-Meier-Kurve und der durchgefiihrte Log-
Rank Test (p-Wert = 0,395) ergaben keinen signifikanten Vorteil fiir Mutationstragerinnen.

4.6. Regressionsanalysen und prognostisch relevante Parameter fiir das

progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben

4.6.1. Cox-Regression und Hazard-Ratio

Um den prognostischen Wert klinischer und molekularbiologischer Parameter fiir das
Gesamtiiberleben (OS) und auch das progressionsfreie Uberleben (PFS) festzulegen, wurde
das COX- Modell und der Hazardratio bemiiht. Es wurden sowohl multivariate als auch

univariate Analysen durchgefiihrt.
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4.6.2. Univariate Cox-Regressionsanalysen

Vorhersagende Parameter fiir das progressionsfreie Uberleben.

Vorhersagende Parameter fiir das progressionsfreie Uberleben

Variabeln

Alter

<50 Jahren

>50 Jahre
Menopausenstatus
Pramenopausal
postmenopausal
Tumorgrofle
pT1+2

pT3+4
Nodalstatus
pNO+1

pN2+3

Histolog. Grading
G142

G3

Adj. Chemotherapie
Ja

Nein
Mutationsstatus
WT-BRCA1
Mutant-BRCA1

Univariate Analyse 'HR
(95%KI)

1
2,294 (0,861-6,116)

1
2,299 (0,862-6,128)

1
6,524 (2,819-15,100)

1
4,135 (1,703-10,042)

1
1,124 (0,485-2,603)

1
0,644 (0,257-1,618)

1
0,353 (0,048-2,615)

p

0,097

0,096

<0,001*

0,002*

0,785

0,349

0,308

1 Cox —Regressionsanalyse, HR = Hazard Ratio , * statitisch signifikant

Tabelle 38: Univariate Cox-Regressionsanalyse fiir das progressionsfreie Uberleben (PFS)

In der univariaten Analyse zeigte sich, dass die klinischen Parameter Nodalstatus und T-

Stadium mit einem schlechteren Rezidivfreien Uberleben assoziiert sind.
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Vorhersagende Parameter fiir das Gesamtiiberleben

Variabeln Univariat HR (95%KI) p
Alter

<50 Jahre 1

>50 Jahre 2,463 (0,917-6,620) 0,074
Menopausenstatus

Pramenopausal 1

Postmenopausal 2,943 (1,000-8,666) 0,050*
Tumorgrofle

pT1+2 1

pT3+4 8,166 (3,585-18,600) 0,0001
Nodalstatus

pNO+1 1

pN2+3 3,992 (1,658-9,614) 0,002*

Histol. Grading
GI+2 1
G3 1,358 (0,520-3,548) 0,532

Adj. Chemotherapie

Ja 1

Nein 0,377 (0,159-0,893) 0,027*
Mutationsstatus

WT 1

Mutant 0,532 (0,121-2,335) 0,403

1 Cox —Regressionsanalyse, HR = Hazard Ratio , * statitisch signifikant

Tabelle 39: Univariate Regressionsanalyse fiir das Gesamtiiberleben (OS)

In der univariaten Analyse des Gesamtiiberlebens zeigt sich, dass die klinischen Parameter
Nodalstatus, T-Stadium und eine fehlende Chemotherpie mit einer schlechteren Prognose fiir

das Gesamtiiberleben assoziiert sind.
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4.6.3. Multivariate Cox Regressionsanalysen
Die multivariaten Cox-Regressionsanalysen schlieBen die wichtigsten prognostischen
Parameter ein und zeigen deren Bedeutung sowohl fiir das Gesamtiiberleben als auch fiir das

progressionsfreie Uberleben.

Multivariate COX Regression des PFS

Variable HR (95%KI) p
Tumorstadium 5,196(2,026-13,329) ,001
Nodalstatus 3,747 ( 1,424-9.861) 007
(zusammengesetzt)

BRCA1-Mutationsstatus 0,154 (0,019-1,250) ,080

Tabelle 40: Multivariate Cox-Regressionsanalyse fiir DFS und BRCA1-Mutationsstatus

Multivariate COX Regression des OS

Variable HR (95%KI) p

Tumorstadium 6,383 (2,521-16,157) ,000
Nodalstatus 2,606 (0,974-6,974) ,057
BRCA-Mutationstatus ,230 (0,39-1,371) ,107

Tabelle 41: Multivariate Cox-Regressionsanalyse fiir OS und BRCA1-Mutationsstatus

Im Zusammenhang mit dem BRCA1-Mutationsstatus zeigen sich der Nodalstatus und die
TumorgrdBe als unabhingige prognostische Parameter fiir das rezidivfreie Uberleben. Fiir das

Gesamtiiberleben stellt nur die Tumorgrofle einen unabhéngigen prognostischen Faktor dar.
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4.6.4. Confounder-Effekte in Bezug auf das Gesamtiiberleben und den BRCA1-
Mutationsstatus
Es erfolgte eine konsekutive Berlicksichtigung der potentiellen Confoundervariablen pT

und Nodal Status.

Hazard Ratio* [95% Konfidenzintervall]

univariat 2.83 [0.38-20.83] *
pT 3.04 [0.56 - 16.39] .
Nodal Status 2.33 [0.47 - 11.63] .
pT + Nodal Status  4.35 [0.73 - 2.56] *
05 1 5 50

Hazard Ratio

* keine Mutation vs. Mutation

Abbildung 32: Potentielle Confounder-Variable

Es konnte keine substantielle Evidenz fiir einen Confounder-Effekt ermittelt werden, was fiir
die Unabhingigkeit des beobachteten klinisch durchaus relevanten Effekts des BRCAI-

Mutationsstatus auf das Uberlebens spricht.
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5. Diskussion

Der tripel-negative Brustkrebs, gekennzeichnet durch spezifische klinische und
molekularbiologische Eigenschaften, bildet eine Subgruppe der malignen Erkrankungen der
Brustdriise, von der vor allem junge Frauen betroffen sind. Aufgrund der schlechteren
Prognose, die mit diesem Subtyp assoziiert ist und der derzeit noch fehlenden zielgerichteten
Therapieoptionen, gilt das besondere Interesse der Erforschung spezifischer
Tumoreigenschaften, die zu einer Verbesserung der Therapieregime und somit zu einer
Verbesserung des langfristigen Uberlebens der betroffenen Patientinnen genutzt werden
konnen. Im Fokus steht dabei unter anderem die Assoziation mit genetischen Verdnderungen
des BRCA1-Gens innerhalb der Gruppe der tripel-negativen Tumoren. Die Rolle dieses
Tumorsuppressorgens fiir die Entstehung hereditirer Mammakarzinome ist seit langem
bekannt und deren Bedeutung fiir die genetische Diagnostik betroffener Familien
unumstritten. Tripel-negative Tumore, die bei BRCA1-Mutationstrigerinnen entstehen,
zeigen zudem meist ein basales Expressionsmuster. Ob das BRCAI1-Gen und dessen
Expressionsprodukt im Umkehrschluss auch fiir die Entwicklung des (basalen) tripel-
negativen Phédnotyps von Bedeutung sind, wird derzeit intensiv diskutiert. Dieser Arbeit liegt
daher die Fragestellung nach der tatséchlichen Héufigkeit von Mutationstrigern des BRCA1-
Gens in einem unselektierten tripel-negativen Kollektiv innerhalb der deutschen Bevolkerung
zugrunde. Dabei wurde zum einen die Inzidenz von Keimbahnmutationen bei unklarer
familidrer Belastung im tripel-negativen Kollektiv, vor dem Hintergrund eines mdglichen
genetischen Screenings und der intensiveren Betreuung erruiert. Zum anderen sollte die
Hiufigkeit von somatischen Mutationen im tripel-negativen Kollektiv eingeschdtzt werden.
Dariiber hinaus stellt sich die Frage nach der prognostischen Relevanz, die durch das
Vorhandensein einer genetischen Alteration im Hinblick auf mdgliche neue
Therapiestrategien determiniert wird. Ableitungen aus den gewonnen Daten hinsichtlich

genetischer Beratung und neuer Therapiestrategien sollen diskutiert werden.

5.1. Diskussion Methodik

Die genetische Beratung und Diagnostik stellt einen wichtigen Teil der Therapie und der
Entwicklung von Priaventionsstrategien des familidfren Mammakarzinoms dar. Die pradiktive
genetische Diagnostik wird deutschlandweit vor allem in spezialisierten Zentren durchgefiihrt,
die iiber das Deutsche Konsortium fiir hereditdres Mamma- und Ovarialkarzinom verbunden

sind und initial von der deutschen Krebshilfe unterstiitzt wurden. Eine durch das Konsortium
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durchgefiihrte umfassende Multizenter-Studie beziiglich des Mutationsprofils der deutschen
Bevolkerung zeigte die Bedeutung der genetischen Testung im Rahmen von hereditirem
Brustkrebs auf. Die Leitung der Tumorgenetischen Beratung an der Frauenklinik des
Klinikums rechts der Isar obliegt Herrn Professor Dr. Meindl, dessen Arbeitsgruppe
genetische Diagnostik mit Hilfe neuester Analysemethoden durchfiihrt. Neben anderen
molekularbiologischen Methoden stellt die Schmelzkurvenanalyse eines der wichtigsten und
modernsten Verfahren dar. Die Erfahrungen der Arbeitsgruppe mit der Mutationsanalyse

mittels HRM-Analyse wurden fiir die Durchfiihrung dieses Projekts genutzt.

Die Schmelzkurvenanalyse ist eine schnelle und kostengiinstige Methode zur Durchfithrung
von Mutationsanalysen. Diese validierte Methode ermoglicht es in der genetischen
Routinediagnostik schnell und zuverldssig eine groBe Anzahl an Probenmaterial mit guter
Sensitivitdt und Spezifitit zu analysieren (van der Stoep, van Paridon et al. 2009). Dieses
Verfahren eignete sich daher gut zur Durchfiihrung des Mutationscreenings in dem von uns
analysierten tripel-negativen Kollektiv. Die verwendeten Primer wurden in Anlehnung an die
Versuchsreihe von van de Stoep et al. (van der Stoep, van Paridon et al. 2009) ausgewihlt und
entsprechen den von der Arbeitsgruppe Meindl fiir die Routinediagnostik verwendeten
Primern. Mit Hilfe der gewéhlten Primersequenzen konnte so der gesamte kodierende Bereich
des BRCAI1-Gens untersucht werden. Heterozygote Mutationen konnten sicher ermittelt
werden. Wie wichtig die geeignete Primerauswahl fiir die Qualitéit der Ergebnisse ist, stellten
Van de Stoep et al. heraus. Mit bestimmten Primern konnten sie keine sichere
Detektionswahrscheinlichkeit fiir homozygote Mutationen erreichen (van der Stoep, van
Paridon et al. 2009). Vor allem bei der Detektion der sogenannten Clusterpolymorphismen
konnte unser Labor gezielt zwischen homozygoten und heterozygoten Varianten

unterscheiden.

In der Routinediagnostik werden die Mutationsanalysen mit DNA durchgefiihrt, die mittels
DNA-Extraktion aus Leukozyten gewonnen wird. In unserem Fall wurde die DNA jedoch aus
tripel-negativem Tumorgewebe gewonnen, weshalb die Reaktionsbedingungen fiir die
Realtime-PCR angepasst werden mussten. Es zeigte sich, dass die Qualitit der aus
Brustkrebsgeweben gewonnen DNA nicht mit der aus Blutzellen extrahierten DNA zu
vergleichen ist. Daraus resultierte unter anderem eine breitere Streuung der Schmelzkurven,
wodurch die Auswertung erschwert wurde. Es zeigte sich jedoch ein starker Zusammenhang
zwischen der Qualitit der durchgefiihrten PCR und der Darstellung der Schmelzkurve. Wies

die durchgefiihrte PCR eine geringe Amplifikationsrate auf, so resultierten hiufig auch flasch-
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positive Schmelzkurven. Daher wurde immer die Qualitdt der durchgefiihrten PCR bei der
Analyse der Schmelzkurven beriicksichtigt und fiir die Entscheidung, ob eine Sequenzierung
angeschlossen werden soll, herangezogen. Bei sehr schlechten PCR-Ergebnissen, die eine
valide Auswertung verhinderten, musste eine Wiederholung der Schmelzkurvenanalyse
durchgefiihrt werden. Eine weitere Strategie bei der Auswertung der Schmelzkurven stellte
die Bearbeitung der Kurven mit Hilfe des Normalisierungsprogramms des LC 480 von Roche
dar. Auf diese Weise konnte hdufig eine bessere Darstellung erzielt werden. Die
Normalisierung wurde durch Verschiebung der Ableitungsbereiche gedndert. Bei der
Neufestlegung der Bereiche konnte eine von der Arbeitsgruppe Meindl durchgefiihrte
Versuchsreihe zu Rate gezogen werden. Bei nicht eindeutigen Schmelzkurven, die von der
Wildtypsequenz abwichen, wurde immer eine direkte Sequenzierung angeschlossen. Daraus
resultierte eine umfangreichere Zweitanalyse der Tumor-DNA-Proben mittels Sequenzierung

als es bei der aus Lymphozyten gewonnenen DNA {iblich ist.

Es zeigte sich dariiber hinaus, dass fiir zwei Abschnitte des Exon 11, die HRM-Analyse keine
zufriedenstellenden Ergebnisse erbrachte. Die Streuung der Schmelzkurven war selbst nach
Normalisierung so uneindeutig, dass das Ausmall an notiger direkter Sequenzierung zur
eindeutigen Kldrung zu grofl geworden wére, sodass Exon 11-A mittels DHPLC analysiert
wurde. Damit konnten eindeutige Ergebnisse erzielt werden. In dieser mittels DHPLC-

Analyse betrachteten Genabschnitten zeigten sich keine suspekten Abweichungen.

Die Kontrolle suspekter Proben wurde mittels direkter Sequenzierung durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich dhnlich wie bei der HRM- Analyse, dass die Qualitdt der Sequenzen mafgeblich
von der Qualitit der vorangestellten PCR abhingig war. Insgesamt ldsst sich jedoch
festhalten, dass die angewandten Methoden sich gut zur Analyse von unbekannten
Mutationen aus Tumormaterial gewonnener DNA eigneten. Jedoch muss beachtet werden,
dass die Sensitivitdt und Spezifitdt nicht mit denen in der Routinediagnostik zu vergleichen

sind. Es kann also sein, dass Mutationen iibersehen wurden.

5.2. Diskussion der klinischen Datenstruktur

Die Analyse der klinischen Variablen wurde im Hinblick auf prognostisch relevante
Eigenschaften durchgefiihrt. Von besonderer Bedeutung ist die sich darstellende
Altersstruktur des Kollektivs. In vorangegangenen Studien konnte bereits gezeigt werden,
dass vor allem jiingere Frauen vom tripel-negativen Brustkrebs betroffen sind (Anders and

Carey 2008, Chacén and Costanzo 2010). Das mittlere Alter des untersuchten Kollektivs lag
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bei 57,8 Jahren und somit sechs Jahre unter dem durchschnittlichen Erkrankungsalter bei
anderen Brustkrebsformen. Der Anteil der unter 50 jdhrigen belief sich auf 34%, der Anteil
pramenopausaler Frauen auf 32%. Gonzalez-Angulo et al. konnten ebenfalls eine dhnliche,
wenn auch im Durchschnitt etwas jlingere mittlere Altersstruktur von 51 Jahren in einem
tripel-negativen Kollektiv von 77 Patientinnen ermitteln. Eine grofe Follow-up Studie mit
1601 tripel-negativen Patientinnen ermittelte ein mittleres Alter von 53 Jahren bei
Diagnosestellung (Dent, Trudeau et al. 2007). Bei einer in Griechenland an insgesamt 403
Patientinnen mit tripel-negativem Mammakarzinom durchgefiihrten Untersuchung zeigte sich
ein durchschnittliches Erkrankungsalter von 50 Jahren, bei einer Spannbreite von 20-83
Jahren (Fostira, Tsitlaidou et al. 2012). Wir konnten also bestdtigen, dass Frauen, die an
einem tripel-negativem Mammakarzinom erkranken im Durchschnitt jiinger sind, wenngleich
unser Kollektiv im Vergleich zu den anderen beschriebenen Gruppen das im Durchschnitt
dlteste darstellte. Dies kann zum einen auf die Auswahlkriterien fiir die eingeschlossenen
Patientinnen zuriickgefiihrt werden, zum anderen zeigte sich in unserem Kollektiv aber auch

ein grofes Intervall von 25-90 Jahreen.

Die drei klassischen prognostischen Parameter, die zur Risikostratifizierung im Allgemeinen
herangezogen werden, sind Tumordifferenzierung, Groe und der Lymphknotenstatus. Tripel-
negative Tumore zeigen hdufig einen hohen Grad an Entdifferenzierung und neigen zu
aggressivem Wachstum. In Ubereinstimmung mit vorangegangenen Untersuchungen
(Fulford, Easton et al. 2006, Dent, Trudeau et al. 2007, Rakha, El-Sayed et al. 2007) zeigte
sich in unserem tripel-negativen Kollektiv ebenfalls eine signifikante Hdufung von Tumoren
des Differenzierungsgrades G3. Der Anteil von G3 Tumoren lag in unserem Kollektiv bei
83%. Dent et al. zeigten in einer Studie, die sich ebenfalls mit den klinischen Eigenschaften
von Tumoren mit tripel-negativem Phédnotyp im Vergleich zu anderen Brustkrebssubtypen
befasste, dass 66% der Patientinnen einen G3 Tumor aufwiesen, im Vergleich zu nur 28,3%
bei anderen Entititen (Dent, Trudeau et al. 2007). In der Carolina Breast Cancer Study
(Carey, Perou et al. 2006), konnte ebenfalls bei den basalen Tumoren als Teilgruppe der
tripel-negativen Tumoren ein signifikant erhohter Anteil an G3 Tumoren verzeichnet werden.

Diese Ergebnisse spiegeln die biologischen Eigenschaften dieses Subtyps wieder.

Auch die Beriicksichtung der TumorgroBen ldsst eine Einordnung der tripel-negativen
Tumore in den prognostischen Kontext zu. Dent und Kollegen konnten feststellen, dass tripel-
negative Tumore sich bei Diagnose im Vergleich zu anderen Tumorsubtypen bereits hdufiger

in groflen Tumorstadien préisentieren. Ihre vergleichenden Analysen zeigten, dass 56% der
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tripel-negativen Tumore sich bei Diagnose im pT2 Stadium befanden. Bei nicht tripel-
negativen Tumoren lag der Anteil an pT2 Tumoren bei nur 33%, die Mehrheit der
hormonrezeptorpositiven Tumore wurde in einer kleineren Grofenordnung von unter 2cm
diagnostiziert (pT1) (Dent, Trudeau et al. 2007) (Lakhani, Reis-Filho et al. 2005). Im
Vergleich dazu zeigte sich in unserem Kollektiv ein Anteil von 46% an Tumoren des pT2
Stadiums (2-5cm). Mit 9% war jedoch auch ein nicht zu vernachlissigender Anteil an einem
noch ausgedehnteren Tumorstadium erkrankt. Bei Dent et al. waren derart grole Tumore bei
tripel-negativen Patientinnen in 7,9% der Fille und bei den nicht tripel-negativen Patientinnen

bei 4,6% der Tumore beschrieben.

Beziiglich der Haufigkeit und Ausdehnung von Lymphknoteninfiltration bei Diagnosestellung
durch tripel-negative Tumore bestehen unterschiedliche Ergebnisse. Einige Untersuchungen
konnten zeigen, dass tripel-negative Tumore sich bei Diagnosestellung haufiger als
hormonrezeptor- positive Kontrolltumore in einem lympknotenpositiven Stadium befinden
(Dent, Trudeau et al. 2007) Bei den von Dent et al. untersuchten Patientinnen mit tripel-
negativen Tumoren lag bei 54,4% der Patientinnen ein positiver Nodalstatus vor. Im
Vergleich zu anderern Brustkrebsentititen zeigte sich somit ein vermehrtes Auftreten von
befallenen Lymphknoten bei Diagnosestellung. Wohingegen widersprechende Resultate
ergaben, dass beziiglich des Lymphknotenbefalls kein Unterschied bei tripel-negativen und
hormonrezeptor-positiven Tumoren besteht (Haffty, Yang et al. 2006, Rakha, El-Sayed et al.
2007). In der von uns untersuchten Gruppe war bei 52% kein Befall von Lymphknoten
nachzuweisen. Ein positiver Lymphknotenstatus konnte bei 48% erhoben werden, wobei die
Mehrzahl nur einen befallen Lymphknoten zeigte (35%). Es stellte sich zudem heraus, dass
die Anzahl der befallenen Lymphknoten bei tripel-negativen Tumoren im Gegensatz zu
anderen Subtypen irrelevant flir die weitere Prognose ist. Ausschlaggebend ist, ob befallene
Lymphknoten vorliegen oder nicht. Hernandez-Aya et al. zeigten, dass beim Vergleich von
N1, N2 und N3- Stadien unabhéngig von der Tumorgrofle kein Unterschied beziiglich des
Gesamtiiberlebens und des progressionsfreien Uberlebens bestand (Hernandez-Aya, Chavez-

Macgregor et al. 2011).

Der haufigste histopathologische Typ der tripel-negativen Tumore ist das invasiv-duktale
Mammakarzinom (88,5%) (Rhee, Han et al. 2008). Dies zeigte sich auch in unserem
Kollektiv, 85% waren vom invasiv-duktalen Typ. Neben dem invasiv-duktalen kommen aber
auch immer wieder zwei eher seltene histologische Subtypen vor. Das medulldre (Bertucci,

Finetti et al. 2006, Fulford, Easton et al. 2006, Ad¢laide, Finetti et al. 2007, Marginean, Rakha
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et al. 2010) und das metaplastische Karzinom (Reis-Filho, Milanezi et al. 2006). In unserem
Kollektiv konnte in 9% der Félle die histologische Klassifikation dem medulliren Typ
zugeordnet werden. In anderen Untersuchungen an einer Gruppe basaler Tumore lag der
Anteil des medulldren histologischen Subtyps bei 3,2% (Rakha, El-Sayed et al. 2007). Es
wurde berichtet, dass gerade dieser Subtyp sich jedoch durch eine bessere Prognose

auszeichnet (Jenssen, Kuo et al. 2002).

Es zeichnen sich somit nach Zusammenschau aller klinisch erhobenen Parameter
kontinuierliche Eigenschaften ab, die dem tripel-negativen Brustkrebs zugeordnet werden
konnen. Diese klinischen Parameter sind im Zusammenhang mit der Prognoseableitung von
groflem Interesse. Jedoch scheint es neben den klassischen prognostischen Parametern weitere

Eigenschaften zu geben, die fiir den Krankheitsverlauf von Bedeutung sein kdnnten.

5.3. BRCA1-Mutationen

Brustkrebs, der bei BRCAI1-Keimbahnzellmutationstrigerinen entsteht, ist zumeist vom
tripel-negativen oder sogar vom basalen Subtyp (80-90%) (Foulkes, Stefansson et al. 2003,
Foulkes, Metcalfe et al. 2004, Hernandez-Aya, Chavez-Macgregor et al. 2011). Wie viele
Patientinnen mit tripel-negativen Tumoren aber tatsdchlich Trager einer BRCA-Mutation
sind, ist Gegenstand aktueller Forschung. Als Beitrag zur Kliarung dieser Fragestellung
untersuchten wir in einer kleinen deutschen Population die tatsdchliche Haufigkeit von
Mutationen im BRCA1-Gen bei Patientinnen mit tripel-negativen Mammakarzinomen. Durch
die Analyse der Tumor-DNA mittels Schmelzkurvenanalyse und direkter Sequenzierung
konnte bei 10 der 97 Patientinnen eine pathogene Mutation gefunden werden. Die

Mutationsfrequenz in unserem Kollektiv lag somit bei 10%.

Im Jahre 2011 wurde bereits eine Untersuchung zur Mutationsfrequenz innerhalb einer
Gruppe von Patientinnen mit tripel-negativen Mammakarzinomen von einer in Texas
ansidssigen Gruppe um Gonzalez-Angoulo durchgefiihrt. In einem vergleichbaren, wenn auch
etwas kleineren Kollektiv (n=77) lag die Inzidenz an BRCA1-Mutationen bei 19,5% und
somit {iber der von uns ermittelten Hiufigkeit. Jedoch wurden bei den Analysen beide
Tumorsupressorgene BRCA1 und BRCA2 Gen beriicksichtigt. Beachtet man nur die im
BRCA1-Gen ermittelten Mutationen, so zeigte sich eine Haufigkeit von 15,6%. Bei insgesamt
12 der 77 Patientinen lag somit eine Mutation im BRCA1-Gen vor. Damit liegt die von der

Arbeitsgruppe beschriebene Inzidenz leicht liber der von uns ermittelten (Gonzalez-Angulo,

&9



Diskussion

Timms et al. 2011). Eine weitere Studie, die sich mit einer fraglichen Anreicherung von
Mutationstragerinnen im tripel-negativen Kollektiv beschéftigte, wurde von Young et al.
durchgefiihrt. Sie konnten in ihrem Kollektiv (n=54), das Frauen unter 40 ohne positive
Familienanamnese einschloss, 5 Mutationen im BRCA1- Gen finden. Die Mutationsfrequenz
im BRCA1 Gen lag somit bei 9, 2% und ist mit der von uns ermittelten Haufigkeit zu
vergleichen. Es ist zu beachten, dass in dem von Young et al. untersuchten Kollektiv kein
oder nur geringer Anhalt fiir das Vorliegen einer Familienanamnese bestand. In unserem
Kollektiv konnte hingegen nachtraglich bei zwei Mutationstridgerinnen definitiv eine positive
Familienanamnese nachvollzogen werden. Bei den anderen Patientinnen konnte aus
verschiedenen Griinden keine Auskunft {iber den Stammbaum erhoben werden. Eine aktuelle
Studie, die sich mit der Prevalenz von BRCA1-Mutationstridgerinnen bei Patientinnen mit
tripel-negativem Mammakarzinom beschéftigt, wurde als koopertive Studie in Griechenland
durchgefiihrt (Fostira, Tsitlaidou et al. 2012). In einem Kollektiv, das 403 Patientinnen
umfasste, die unabhingig von Alter oder positiver Familienanamnese rekrutiert wurden,
zeigten sich 65 Mutationen innerhalb des BRCA1-Gens (16%). Jedoch wurden nur die Exons
5,11,12,16,20,21,22,23,24 und somit ca. 75% der codierenden Region des BRCAI
beriicksichtigt. Eine aktuelle Untersuchung aus dem Jahre 2012 befasste sich ebenfalls mit der
Priavalenz von BRCA1/2Mutationstragerinnen im unselektierten tripel-negativen Kollektiv.
Die Arbeitsgruppe um Hartman untersuchte 199 Patientinnen mit tripel-negativen Tumoren,
von denen 153 Patientinnen keinen Hinweis auf eine positive Familienanamnese boten. Es
zeigten sich insgesamt 13 Mutationen im BRCAI1-Gen und 8§ im BRCA2-Gen, was einer
Pravalenz von 10,6% entsprach. Bei alleiniger Betrachtung der Untergruppe ohne positive
Familienanamnese lag die Mutationsfrequenz bei 5,2% (Hartman, Kaldate et al. 2012). Nach
Beriicksichtigung der National Comprehensive Cancer Network (NCCN) Guidelines, die eine
genetische Testung fiir tripel-negative Patientinnen unter 45 Jahren vorschlagen, konnten 4
der 21 Patientinnen (19%) getestet werden, die unter alleiniger Beriicksichtigung der
Familienanamnese nicht eingeschlossen worden wiren (Netweork 2011). Sie wurden somit
zusitzlich als Mutationstrager identifiziert. Bei Beriicksichtigung der {iberarbeiteten Kriterien
der NCCN, die eine Testung bei Patientinnen unter 65 Jahren fordern, konnten zwei der 21
Mutationen (10%) dieser Gruppe zugeordnet werden. Zusammenfassend konnte diese
Arbeitsgruppe herausarbeiten, dass die tasédchliche Mutationsrate deutlich tiber der erwarteten
lag. Wobei die BRCAI-Mutationsrate hinter den bisher beschriebenen Hiufigkeiten
zurlickblieb, die BRCA2-Mutationsrate jedoch dariiber lag. Zudem bestétigten sie den Nutzen

der neuen von dem NCCN festgelegten Einschlusskriterien.
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Eine Arbeitgruppe des Dana-Faber Cancer Instituts um Kandel et al. untersuchten bei 200 an
tripel-negativen Tumoren erkrankten Frauen die Prevalenz von BRCA1-Mutationen. Dabei
wurden zunédchst mit Hilfe von Myriad-Prevalenztabellen die erwarteten Héaufigkeiten unter
den Gesichtspunkten Alter, Familienanamnese und Herkunft bestimmt. Die so ermittelte
geschitzte Haufigkeit wurde auf 11,7% (2,7% BRCA2-Mutationen) festgelegt. Tatséchlich
wurde aber bei 9 von 23 Patientinnen eine Mutation gefunden, was einer Pdvalenz von 39,1%
entspricht und somit die erwartete Haufigkeit bei weitem tbersteigt. Da es sich bei diesen
Ergebnissen jedoch nur um vorldufige Auswertungen im Rahmen einer Présentation auf dem
ASCO-Kongress 2006 handelt, miissen sie mit Vorsicht betrachtet werden. Die Ergebnisse
der endgiiltigen Analysen diirften aber von groBem Interesse sein. Auf jeden Fall gibt es
Hinweise, dass die iiblichen Risikokriterien, die fiir das Vorliegen einer BRCA1-Mutation
sprechen konnten, wie Familienanamnese, Herkunft (Ashkenazi-Juden) oder Alter die
tatsdchliche  Prdvalenz der BRCAI-Mutationen bei tripel-negativen = Tumoren

unterschitzen(M. J. Kandel 2006).

Neben den tatsdchlichen Héufigkeiten sind natiirlich die klinischen Eigenschaften der tripel-
negativen Mutationstridgerinnen von Interesse. So zeigte sich, dass das Alter der
Mutationstragerinnen bei Diagnosestellung innerhalb der verschiedenen Studienpopulationen
leicht differierte. In unserem Kollektiv wurde die Diagnose bei den Mutationstragerinnen im
Mittel in einem Alter von 49 Jahren gestellt. Das mittlere Alter der Mutationstrégerinnen bei
Fostria et al. lag hingegen bei 39 Jahren, bei Gonzales-Angoulo bei 51 Jahren. Es zeigt sich
bei der griechischen Population also ein deutlich jiingeres Alter, wohingegen die Ergebnisse
von Gonzales-Angoulo et al. und unsere zu vergleichen sind. Auch im AusmalB} der
Altersstreuung zeigten sich bei Gonzales-Angulo und in unserem Kollektiv dhnliche Umfénge

(27-83 Jahren vs. 25-78 Jahren) (Gonzalez-Angulo, Timms et al. 2011).

Zur weiteren Strukturierung der Daten anhand klinischer Gesichtspunkte nahmen Fostira et al.
eine Einteilung des Kollektives in zwei Altersgruppen vor. Bei den unter 50-jdhrigen Frauen
lag der Anteil der Mutationstrdgerinnen nun bei 27%. In unserem Kollektiv zeigte sich
ebenfalls, dass bei den unter 50 Jihrigen im Verhéltnis mehr Mutationen (18%) gefunden
wurden als bei den élteren Patientinnen. Diese Angaben konnten fiir die Interpretation des
Ursprungs dieser Mutationen, d.h. hereditdr oder somatisch von Bedeutung sein und auch

relevant fiir Therapie und Prognose.
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Interessante Erkenntnisse im Zusammenhang zur Inzidenz von Mutationen bei tripel-
negativen Tumoren bringen auch éltere Studien, die bereits um das Jahr 2000 durchgefiihrt
wurden. Diese Untersuchungen beriicksichtigten jedoch nur einen Aspekt der Definition der
tripel-negativen Tumore, ndmlich den Ostrogenhormonrezeptor-negativen Status. Dabei
beschéftigte sich Liderau mit patientinnenindividualisierten Kriterien, die Hinweise auf das
Vorliegen einer Mutation im Tumorsupressorgen BRCA-1 geben konnten. Da Tumore, die
bei BRCAI1-Mutationstrdgerinnen entstehen, zumeist G3-Tumore sind und einen ER-
negativen Status aufweisen, wurden diese beiden klinischen Parameter herangezogen und ihr
Einfluss auf das tatsdchliche Vorliegen von Mutationen untersucht. Es zeigte sich bei
Patientinnen, die in einem Alter von 35 Jahren an einem ER-negativen G3 Tumor erkrankten,
ein Anteil von Mutationstrigerinnen im BRCA1-Gen von 28,6%. Im Vergleich dazu zeigte
sich bei 3,6% der Kontrollgruppe aus dem Tumorregister ein positiver Mutationsnachweis
(p=0,007). Bemerkenswert ist dabei, dass nur eine Patientin mit Mutation tatsdchlich eine
positive Familienanamnese aufwies (Lidereau, Eisinger et al. 2000). Auch Chang und
Kollegen befassten sich mit der Bedeutung der zwei morphologischen Kriterien
Tumordifferenzierung und ER-Hormonrezeptorstatus bei prdmenopausalen Frauen (<45
Jahre). Im Rahmen der prospektiven Studie konnte bei 8 von 76 Patientinnen, also bei ca
10,5% eine Mutation detektiert werden. Dabei zeigten 25% der G3-Tumore mit
hormonrezeptor-negativem Status eine Mutation. Vergleicht man diese Ergebnisse mit den
bereits vorgestellten Untersuchungen bei den tripel-negativen Tumoren, so kann man
mutmalen, welche Bedeutung den tripel-negativen Tumoren auch in diesen Untersuchungen

zukommen (Chang, Hilsenbeck et al. 2001).

Mutationen somatischen oder hereditiren Ursprungs

Genau 80% der von uns detektierten Mutationen wurden bereits in der BIC-Datenbank
beschrieben. Insgesamt konnten zwei sogenannte Foundermutationen in Exon 5 bzw. 20
(c.300T-G und ¢.5382insC) beschrieben werden, die in unserer Bevolkerungsgruppe zu den
héufigsten vererbten Mutationen zdhlen (Wang, Fang et al. 2012)(Meindl and Cancer 2002).
Auch in anderen Bevdlkerungsgruppen, wie bei den Ashkenazi Juden und auch in
Westeuropa sind diese Mutationen sehr verbreitet, sodass 30% aller Alterationen im BRCA1-
Gen auf diese beiden Loci zuriickzufiihren sind (Ferla, Calo et al. 2007). Fiinf weitere
Mutationen wurden bereits ebenfalls in der BIC-Datenbank und auch im Rahmen einer
groBBen Studie des Deutschen Konsortiums fiir hereditires Mamma- und Ovarialkarzinom

innerhalb der deutschen Bevolkerung beschrieben (Meindl and Cancer 2002). Dabei handelte
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es sich um einen Spleidefekt in Exon 5 (IVS5+1G>T), zwei Deletionen in Exon 11
(c.3819del5bp, c.3875deldbp) die jeweils zu Leserasterverschiebungen fithren und zwei
Punktmutationen (c.5370C>T, ¢.5298A>T) in Exon 19 und 20. Da es sich bei diesen
ermittelten pathogenen Varianten um bereits bekannte Verdnderungen des BRCA1-Genlokus
handelt, ist stark davon auszugehen, dass es sich dabei um Keimbahnmutationen handelt, sie
also hereditdren Ursprungs sind. Diese Annahme wird dadurch gestiitzt, dass bekannterweise
nur wenige sporadische Mutationen im BRCA1/2 Gen auftreten (Reis-Filho and Tutt 2008).
In unserem Kollektiv konnten jedoch auch zwei unbekannte Mutationen identifiziert werden,
bei denen eine somatische Genese moglich scheint: Eine Mutation im Exon 16, die sich in der
Tumor-DNA einer 46 jdhrigen Patientin zeigte sowie eine Frameshift-Mutation in Exon 19,
die bei einer 78 jdhrigen Patientin ermittelt wurde. Das untypische Alter von 78 Jahren bei
Erstdiagnose eines tripel-negativen Mammakarzinoms stiitzt den Verdacht auf das Vorliegen
einer somatischen Mutation, also einer Mutation die nicht bereits in den Keimzellen angelegt
war, sondern sich innerhalb des Tumors entwickelt hat. Zur definitiven Zuordnung, ob es sich
bei den beiden Patientinnen tatsdchlich um eine somatische Mutation handelt, hétten jedoch
zusitzlich Mutationsanalysen aus der aus Blutzellen gewonnenen DNA durchgefiihrt werden
miissen. Aufgrund des retrospektiven Ansatzes der Untersuchungen war dies jedoch nicht
moglich. Es wire von groBem Interesse, ob die Tatsache, dass diese Mutationen in
jahrelangen Untersuchungen des BRCA1 Gens noch nie aufgetreten sind, als Hinweis darauf

gedeutet werden konnen, dass es sich bei diesen Mutationen um somatische Verdanderungen

handelt.

Die Arbeitsgruppe Meindl erhielt jedoch nach Abschluss unseres Projekts die aus
Lymphozyten gewonnene DNA einer 49-jdhrigen Mutationstriagerin (c.5370C>T) und konnte
in weiterfiihrenden Untersuchungen ermitteln, dass die Lymphozyten-DNA dem Wildtyp
entsprach. Dieses Ergebnis spricht sehr dafiir, dass bei dieser Patientin tatsichlich eine
somatische Mutation vorliegt, also eine Mutation, die nur in den Tumorzellen stattgefunden
hat. Interessanterweise war gerade bei dieser Patientin auch keine positive Familienanamnese
vorhanden. Zusammenfassend ist also zu sagen, dass wir bei einer Mutation sicher um eine
somatische Genese wissen und bei zwei weiteren eine somatische Verdnderung in Erwégung
ziehen.Vergleicht man die Ergebnisse anderer Untersuchungen, so zeigen sich &hnliche
Resultate. Gonzalez- Angulo konnten einer von 12 gefundenen Mutationen eine somatische
Genese nach Analyse von Tumor und Lymphozyten DNA zuordnen (Gonzalez-Angulo,

Timms et al. 2011). Diese Ergebnisse zeigen in Ubereinkunft mit weiteren Untersuchungen
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(Reis-Filho and Tutt 2008), dass somatische Mutationen im BRCA1-Gen doch eher selten,

jedoch nicht ausgeschlossen sind.

5.4. Polymorphismen, unklassifizierte Varianten

Polymorphismen sind Sequenzvarianten, die definitionsgemdl bei mehr als 1% der
Bevdlkerung auftreten und keinen Krankheitswert haben (Meindl and Cancer 2002). In der
Regel handelt es sich dabei um einfache Basenaustausche, die nicht zu einer Verkiirzung des
Proteins fiihren. Aufgrund der zahlreich durchgefiihrten Mutationsanalysen in grof3en
Kollektiven und die Zusammenfithrung derer Ergebnisse in der BIC-Datenbank, sind beim
BRCA1-Gen benigne Sequenzvarianten bekannt. Die in unserem Kollektiv gefundenen
Polymorphismen sind mehrfach in der BIC Datenbank beschrieben, einige stellen nur stille
Mutationen ohne Aminosdurenaustausch dar. Daher kann davon ausgegangen werden, dass es

sich hierbei um neutrale Sequenzvarianten im Genpool handelt.

Die bekannten Clusterpolymorphismen kamen in unserem tripel-negativen Kollektiv mit einer
Haufigkeit von 53% vor, was mit der Héufigkeitsverteilung innerhalb der
Allgemeinbevolkerung vergleichbar ist. Es bestand zudem kein Zusammenhang zwischen der
Verteilung der gekoppelten Polymorphismen bei Mutationstridgerinnen und bei Patientinnen,
bei denen keine Mutation nachzuweisen war. Bemerkenswert ist jedoch, dass von den 9
beschriebenen gekoppelten Polymorphismen 4 einen Aminosdurenaustausch zur Folge haben.
Zwei dieser den gekoppelten Polymorphismen assozierten Proteinlokalisationen stehen in
Interaktion mit dem Expressionsprodukt des RAD 51-Gens, das ebenfalls Bestandteil des

DNA-Reparaturwegs der homolgen Rekombination ist.

Wie oben beschrieben, konnte bei einer Patientin ein unvollstindiges Muster der
Clusterpolymorphismen aufgedeckt werden. Dies kann ein Hinweis auf das Vorliegen eines
Verlusts des heterozygoten Zustands (LOH = loss of heterozygosity) sein. Sogenannte LOHs
konnen neben den klassischen Mutationen zu einer Herunterregulierung des BRCA1- Gens
fithren, da nur noch ein funktionsfdhiges Allel zuriickbleibt. In der Regel findet man LOHs in
somatischen Zellen. Im Rahmen der parallel durchgefiihrten Untersuchung (Doktorarbeit
Christina Meul) am selben Patientenkollektiv konnte gezeigt werden, dass auch bei tripel-
negativen Tumoren der Verlust der Heterozygotie vorkommt. Durch so genannte MLPA-
Analysen konnten Verluste und vervielfachte Genabschnitte des BRCA1 ausgemacht werden.
66% innerhalb des tripel- negativen Kollektives (n=127) zeigten gro3ere Deletionen, in 3,9%
traten Amplifikationen eines BRCA1-Alles auf. Dabei zeigte sich, dass 77% der mutierten
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oder methylierten TNBC Kopienzahlverdnderungen aufwiesen. Jedoch bestand kein
Unterschied zwischen den BRCA1-insuffizienten und den Wildtyp-BRCA1-Tumoren. Zudem
gab es kein Hinweis auf eine Assoziation zu klinischen Parametern wie dem Grading, Alter,
TumorgroBe oder Nodalstatus. Die Bedeutung des Verlustes des LOHs im BRCA1-Gen wird

in den weiter Ausfiihrungen nochmals beleuchtet.

In unserem Kollektiv konnte dariiber hinaus bei einer Patientin eine so genannte
unklassifizierte Variante (UV) identifiziert werden. Diese Varianten kommen in der Regel mit
einer Hiufigkeit von unter 1% in der Bevolkerung vor. Die Abgrenzung zwischen einer
pathogenen Missense-Mutation und einer harmlosen Sequenzvariante ist dabei oft schwierig.
Aufgrund der Seltenheit dieser Sequenzvarianten und des fehlenden BRCA 1-Funktionstests
ist eine direkte Assoziation zum Auftreten von Brust- oder Eierstockkrebs oft nicht moglich.
Die Bedeutung der UVs ist somit unklar und stellt eine Liicke in der genetischen Diagnostik
dar. Unter anderem présentieren sich so nichtinformative Testresultate, die keine Konsequenz
fiir die Patientinnen haben. Akbari et al. zeigten jedoch, dass das Risiko bei Trégerinnen von

UVs nicht groBer ist als das der Allgemeinbevdlkerung (Akbari, Zhang et al. 2011).

Bei der Bewertung von Mutationen des BRCA1-Gens, stellt die Lokalisation der genetischen
Verdnderungen und somit in der Konsequenz die Abweichung der Proteinstruktur einen
weiteren wichtigen Aspekt dar. Unterschiedliche Abschnitte des Proteins interagieren mit
verschiedenen anderen Proteinen innerhalb des Zellzyklus und der Reparaturkaskaden. So
scheinen Verdnderungen, die N-terminal von der BRCT- Domine lokalisiert sind, nicht
zwangsldufig zum Funktionsverlust des Proteins zu fithren (Hayes, Cayanan et al. 2000).
Wohingegen die Funktion des BRCA1-Protein als Tumorsuppressor bei Verdnderungen der
carboxyterminalen Region eingeschrinkt zu sein scheint (Szabo, Worley et al. 2004). Es stellt
sich also die Frage, ob es bestimmte Bereiche des BRCAI1-Proteins gibt, die fiir die
tumorsuppressiven Eigenschaften wichtiger sind als andere und ob gerade Mutationen/UVs in
diesen Regionen verheerendere Auswirkungen haben. So sind die Regionen des BRCAI, die
die RING-Finger und BRCT-Doméne beherbergen, iiber alle Spezies hinweg stark
konservierte Regionen. Missense-Mutationen in diesen Regionen sind daher wahrscheinlich
von groBerer Bedeutung fiir die Risikoeinschétzung als die in nicht konservierten Regionen,
wie zum Beispiel dem Exon 11 (Szabo, Worley et al. 2004). Fiir das Exon 11, das fiir einen
zentralen Teil des BRCAI-Proteins codiert, sind 60 verschiedene Sequenzvarianten
verschiedener Spezies bekannt (Fleming, Potter et al. 2003). In unserem Kollektiv konnten

trotz der Grofe des Exon 11 und seiner Polymorphie nur zwei pathogene Mutationen in
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diesem Genabschnitt gefunden werden. Berlicksichtigt man die von Meindl et al.
beschriebene Mutationsverteilung in der deutschen Bevolkerung, so hitte man vielleicht mehr
Mutationen in diesem Genabschnitt erwartet. Dies kann moglicherweise auf statistische
Probleme bei kleinen Fallzahlen zuriickgefiihrt werden. Die genaue Bedeutung der
Lokalisation einer Mutation in diesem grofen Gen ist im Hinblick auf die resultierende
Funktionseinschrankungen von groBem Interesse. Fraglich ist auch, ob sich hieraus eine

Konsequenz fiir Therapie und Prognose ableiten lésst.

5.5. Erweiterung der Testkriterien

Welche Konsequenzen ergeben sich nun aus den beschriebenen Beobachtungen? Wéhrend
somatische Mutationen im BRCA1-Gen eher selten sind, scheint eine Anreicherung von
hereditidren Karzinomen innerhalb der Gruppe der tripel-negativen Tumoren mdglich. Die
Erhebung einer liickenlosen Familienanamnese gestaltet sich zuweilen schwierig und in der
Tat scheint im tripel-negativen Kollektiv das Vorliegen einer BRCA1-Mutation nicht immer
in Verbindung mit einem positiver Familienhintergrund zu stehen. Auch Gonzalez-Angoulo
und Kollegen stellten fest, dass sie von den 15 Mutationstrigerinnen unter den geltenden
Einschlusskriterien fiir die genetische Testung sieben BRCA-Mutationstragerinnen eigentlich
nicht der Mutationsdiagnostik zugefiihrt hétten. Es kristallisiert sich heraus, dass unter den
geltenden Auswahlkriterien nicht alle potentiellen Mutationstragerinnen erfasst werden.
Neben dem zentralen Einschlusskriterium der Familienanamnese sollten also weitere
Kriterien diskutiert werden. Betrachtet man sich die in Deutschland derzeit giiltigen
Einschlusskriterien zur Durchfiihrung einer genetischen Diagnostik, so sind alle Kriterien eng
mit einer positiven Familienanamnese verkniipft. Meindl et al. haben diese Kriterien fiir das
Deutsche Konsortium fiir hereditires Mamma- und Ovarialkarzinom formuliert und die zu
erwartenden Mutationshdufigkeiten ermittelt. Dabei wurde eine Einteilung in 6 Gruppen
vorgenommen. Die Gruppe mit dem hochsten Risiko filir das Vorliegen einer Mutation beim
Indexpatient war mit 43% die Gruppe B. In diesen Familien gab es einen oder mehrere Félle
von Brustkrebs und Ovarialkarzinomen im gleichen Stammbaum. Die Gruppen C,D,E zeigten
nur bei 4-9% der getesteten Patientinnen das Vorliegen einer Mutation (Meindl and Cancer
2002). Trotzdem wird diesen Gruppen die genetische Testung angeboten. Auch in den
meisten anderen Landern wird eine erwartete Haufigkeit zwischen 10-20% als Schwelle zum

Einschluss herangezogen (Evans, Lalloo et al. 2009) .

Vergleicht man nun diese Testwahrscheinlichkeiten fiir das Vorliegen einer Mutation mit der

in unserem Kollektiv aufgetretenen Inzidenz von 10%, so muss ganz unabhingig von einer
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positiven Familienanamnese in Erwégung gezogen werden, dass die Gruppe der TNBC eine
potentiell wichtige, zu testende Gruppe darstellt. Stratifiziert man zudem nach jlingerem Alter
der an einem tripel-negativen Tumor erkrankten Frauen, so wichst die Rate an
Mutationstragerinnen innerhalb dieser Gruppe weiter an. Die Qualifizierung zur genetischen
Testung junger Frauen, die an einem tripel-negativen Mammakarzinom erkranken, muss
daher diskutiert werden. Mit 18% Mutationsfrequenz sind die tripel-negativen Patientinnen
unter 50 Jahren in ithrem Umfang mit der zusammengeschlossenen Héufigkeit (15%) der
Gruppen A2,C und D des Deutschen Konsortiums zu vergleichen. Diese Gruppen schlieBen
die Familien ein, bei denen ein ménnlicher Brustkrebs auftritt, 2 Familienmitglieder an
Mammakarzinom erkrankt sind, davon eine unter 50 Jahren und Familien mit zwei oder mehr

Brustkrebsfillen, die bei tiber 50-jéhrigen diagnostiziert wurden (Meindl and Cancer 2002).

Die von der Arbeitsgruppe um Kwon geschétzte Mutationfrequenz bei Patientinnen unter 50
Jahren mit einem tripel-negativen Mammakarzinom liegt bei 17,5%. Wie bereits erwéhnt
betrug die Mutationsfrequenz in unserem Kollektiv in der Gruppe der unter 50 jéhrigen 18%.
In diesem Zusammenhang fordern auch Kwon et al. eine Ausweitung der Testkriterien. In der
von Thnen durchgefiihrten Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die Testung von tripel-
negativen Patientinnen unter 50 Jahren eine kosteneffiziente und gute Strategie darstellt, um
das Risiko fiir Brust- und Ovarialkrebs zu senken. Sie fordern daher eine Testung aller Frauen
unter 50 Jahren, die an einem tripel-negativen Tumor erkrankt sind, ungeachtet ihrer
Familienanamnese oder ihrer ethnischen Zugehorigkeit (Kwon, Gutierrez-Barrera et al. 2010).
Durch die Ausweitung der Testkriterien wiirden so auch junge Frauen, denen bisher keine
genetische Testung angeboten wurde untersucht. Wie bereits weiter oben angesprochen,
beschiftigte sich schon Lidereau um die Jahrtausendwende mit mdglicherweise
ausgedehnteren und effektiveren Einschlusskriterien zur genetischen Testung. Da die
Familienanamnese, respektive der Stammbaum, das Hauptkriterium zum Einschluss fiir
genetische Testung darstellt, ihre Erhebung jedoch nicht immer moéglich oder zuverléssig ist,
waren sie daran interessiert ein patientenindividualisiertes Kriterium zu entwickeln. Es konnte
in einer multivariaten Analyse gezeigt werden, dass drei Eigenschaften fiir die Vorhersage des
Mutationsstatuses relevant sind. Neben dem Alter und einem schlechten Differenzierungsgrad
ist das Vorliegen eines negativen Ostrogenhormonrezeptorstatus von groBer Bedeutung. Es
zeigte sich, dass bei jungen Patientinnen im Alter von 35 Jahren mit G3-Tumoren und bei
negativen ER-Rezeptorstatus eine Mutationsfrequenz von 28,6% vorlag. Legte man jedoch

nur das junge Alter zugrunde und liel den Hormonrezeporstatus auflen vor, so zeigte sich eine
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Mutationsfreuquenz von nur 8,6%. (Lidereau, Eisinger et al. 2000). Auch Chang et al.
konnten diese drei klinische Eigenschaften [junges Alter, (<45, prdmenopausal) G3 und
Negative ER] als Kriterien fiir die genetische Testung herausarbeiten. Die Mutationsfrequenz
innerhalb dieser Gruppe lag bei ca. 25%. Es wird also deutlich, dass bei der Qualifizierung
zur genetischen Diagnostik neben dem Stammbaum auch klinische-morphologische und
demographische Kriterien von Bedeutung ein konnten. Auch Foulkes et al. bestitigen, dass
die Beriicksichtigung dieser Selektionskriterien einen Gewinn fiir die genetische Diagnostik
darstellen wiirde. Dabei sind Differenzierungsgrad, Alter und Ostrogenrezeptornegativitit als
drei von einander unabhingige préadiktive Kriterien fiir den Mutationsstatus zu werten
(Foulkes, Metcalfe et al. 2004). Auch Gadzicki et al. konnten den Tenor der vorangegangen
Untersuchungen bestétigen. Sie fiihrten eine retrospektive Studie zur Identifikation eines
Selektionsalgorithmus fiir genetische Testung durch. Dabei stellten sie die mdgliche
Konsequenz fiir gezielte Therapie in den Vordergrund. Mehrere klinische und
histopathologische Kriterien wurden als mogliche Einschlusskriterien in Erwégung gezogen
und ihr Zusammenhang zu dem tatsdchlichen Vorliegen von Mutationen untersucht.
Mutationstragerinnen zeigten hiufiger G3- Tumore, einen tripel-negativen Rezeptorstatus und
eine Ki67-Uberexpression. Eine weitere Untersuchung beschiftigte sich ebenfalls mit dem
Anteil an Mutationstrdgern im tripel-negativen Kollektiv und als Konsequenz mit der Frage,
ob genetische Testung flir Frauen mit tripel-negativen Brustkrebs angeboten werden soll. 308
Individuen wurden hinsichtlich des Vorliegens von BRCA-Mutationen untersucht. Dabei
setzte sich das Kollektiv aus 159 unselektierten und 149 nach jungem Alter oder
Familienanamnese ausgewihlten Probandinnen zusammen. Insgesamt gab es bei 45 Frauen
Mutationen im BRCA1-Gen (Robertson, Hanson et al. 2012). Dabei zeigte sich sowohl bei
der unselektierten als auch bei der selektierten Gruppe eine Mutationsfrequenz von iiber 10%.
Jedoch offenbarte sich, dass sich mehr als ein Drittel der Mutationstrdgerinnen unter den
aktuellen Einschlusskriterien nicht fiir die genetische Testung qualifiziert hétten. In der
Konsequenz fordern Robertson et al. daher die Erweiterung der Einschlusskriterien fiir Frauen
mit tripel-negativen Tumoren unter 50 Jahren. Durch die Umsetzung dieser Planung wiirden,

so schitzen sie, in England jéhrlich etwa 1200 Frauen/Ménner zusitzlich getestet werden.

Unsere Ergebnisse, sowie alle erwdhnten vorangegangen Untersuchungen, wiirden im Sinn
der tripel-negativen Patientinnen dafiir sprechen, dass eine Uberarbeitung der
Einschlusskriterien in Erwdgung gezogen werden solltew. Denn bei einer Mutationsfrequenz

von 18% der unter 50-jdhrigen erscheint das Angebot einer genetischen Diagnostik
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gerechtfertigt. Diese Uberlegungen gewinnen vor allem im Hinblick auf mdgliche
Verbesserung therapeutischer Strategien an Bedeutung. Denn die Funktion des BRCAI-
Proteins fiir die zelluldren Prozesse gerade im Zusammenhang mit der DNA-Reparatur stellt
ein Ansatzpunkt fiir neue Therapiestrategien dar. Auflerdem werden auch klassische
Chemotherapieregime unter dem Gesichtspunkt der Funktionsfdhigkeit des BRCA1-Proteins
neu bewertet. Die klinische Bedeutung genetischer Diagnostik wird im Folgenden noch

abgehandelt.

5.6. Statistische Auswertung beziiglich des Uberlebens und der Prognose von BRCA1-
Mutationstrigerinnen und Nicht-Mutationstrigerinnen im Vergleich

Wie bereits mehrfach erwihnt, stellt die schlechte Prognose fiir die Gruppe der tripel-
negativen Mammakarzinome einen zentralen Ansatzpunkt zahlreicher Untersuchungen dar.
Die Betrachtung der klinischen Eigenschaften im Zusammenhang mit den Uberlebensdaten
der Patientinnen war daher Gegenstand unserer Analysen. Dabei stellt sich die Frage, ob es
signifikante Unterschiede im Uberleben der Patientinnen im tripel-negativen Kollektiv selbst,
aber auch im Vergleich zu anderen Subtypen gibt und ob neben den klassischen prognostische
Parametern wie Nodalstatus und Tumorgré3e andere Faktoren, wie zum Beispiel der BRCA1-

Muatationsstatus eine Rolle spielen.

5.6.1. Metastasen

Wir konnten mit Hilfe statistischer Analysen zeigen, dass in unserem Kollektiv ein positiv
korrelierender Zusammenhang sowohl zwischen der Tumorgrofe als auch zwischen einem
positiven Nodalstatus und dem Auftreten von Metastasen besteht. Dieser Zusammenhang gilt
im Allgemeinen auch fiir hormonrezeptorpositive Mammakarzinome. Es zeigte sich also, dass
Patientinnen die einen postiven Lymphknotenstatus oder einen besonders groflen Tumor
aufwiesen, (pT3+pT4) hiufiger in der Folge an einem dissemenierten Krankheitsstadium
litten. Dabei bestand jedoch kein Zusammenhang zu dem BRCA 1-Mutationsstatus. Insgesamt
zeigte sich bei 8% der Patientinnen bereits bei Erstdiagnose oder im Verlauf ein
metastasiertes Krankheitsstadium. Bei den Metastasen, die im Zusammenhang mit tripel-
negativen Tumore entstehen, handelt es sich hdufiger als bei anderen Tumorsubtypen um
viszerale Metastasen (Smid, Wang et al. 2008). Eine Arbeitsgruppe um Smid konnte in einer
Gruppe von 403 Patientinnen mit negativem Lymphknotenstatus zeigen, dass
Lungenmetastasen signifikant hdufiger bei Tumoren des basalen Clusters auftraten (p=0,01).

Im Vergleich zu den luminalen Subtypen konnten zudem hiufiger zentralnervose Metastasen
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beschrieben werden (Heitz, Harter et al. 2009). Uber die genaue Lokalisation der in unserem

Kollektiv aufgetretenen Metastasen konnten leider keine genaueren Daten erhoben werden.

5.6.2. Lymphknotenstatus und Tumorgrofle innerhalb des tripel-negativen Kollektivs

Im Allgemeinen korrelieren Tumorgrofle und Lymphknotenstatus positiv miteinander. Fiir
tripel-negative  Tumore bestehen jedoch widerspriichliche Ergebnisse beziiglich dieser
Korrelation. Es scheint Hinweise darauf zu geben, dass im tripel-negativen Kollektiv keine
Assoziation zwischen der TumorgroBle und dem Befall von Lymphknoten besteht (Dent,
Trudeau et al. 2007). In den Untersuchungen von Dent et al. zeigten sogar kleine Tumore
unter einem cm in 55% der Félle positive Lymphknoten. Eine &hnliche Korrelation konnten
Foulkes und Kollegen fiir das Vorkommen von Lymphknoten-Metastasen bei BRCAI-
Mutationstragerinnen darstellen. Sie untersuchten 1555 Frauen aus 10 nordamerikanischen
Zentren, die an invasiven Mammakarzinomen litten. Bei den ermittelten 276 BRCAI-
Mutationstragerinnen bestand im Gegensatz zu den Nichtmutationstrdgerinnen und den
BRCA2-Mutanten kein positiv korrelierender Zusammenhang zwischen TumorgréBBe und
positivem Lymphknotenstatus. (Foulkes, Metcalfe et al. 2003) Diese Ergebnisse
verdeutlichen, dass gerade bei BRCA1-Mutationstrigerinnen eine frithe Diagnosestellung von
groBBer Bedeutung ist, da auch schon sehr kleine Tumore infiltratives Wachstum zeigen
konnen. Gerade auch im Hinblick auf die innerhalb der Gruppe der tripel-negativen Tumore
auftretenden BRCA1-Mutationen ist dieser Aspekt von groem Interesse und fiihrt zu der
Frage, ob es auch bei den tripel-negativen Tumoren verschiedene lymphovaskulire
Invasionsmuster gibt. So konnten zum Beispiel Rakha et al. zeigen, dass der basale Phénotyp,
der mit einem groBen Teil der tripel-negativen Tumore iibereinstimmt, eher mit einem
negativen Lymphknotenstatus korreliert. In unserem Kollektiv konnte bei 27% der kleinen
Tumoren bis 2 cm (pT1l) und bei 50% der Tumore zwischen 2-5cm (pT2) ein positiver
Nodalstatus nachgewiesen werden. Es bestand somit ein positiv korrelierender
Zusammenhang zwischen TumorgroBe und Lymphknotenbefall, jedoch kein Zusammenhang

zwischen dem Mutationsstatus und einer Tumorinvasion der Lymphknoten.

Lee et al. konnten bei einer Gruppe an tripel-negativen Mammakarzinomen erkrankten
Patientinnen zeigen, dass Frauen, die gleichzeitig Triger einer BRCA-Mutation waren,
kleinere Tumore bei Diagnosestellung aufwiesen (Lee, Alexander et al. 2011). In unserem
Kollektiv konnte kein Zusammenhang zwischen Tumorgrof3e und Mutationsstatus gefunden
werden. Dies mag unter anderem mit der doch recht kleinen Fallzahl zusammenhingen, denn

eine Tendenz zu kleineren Tumoren bei Mutationstrégerinnen kann vermutet werden. Bei den
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10 Mutationstragerinnen zeigten sich bei Diagnosestellung 5 kleine Tumore im pT1 Stadium,
also mit einer Grofe unter 2 cm und vier Tumore mit einer GroBe von 2-5 cm. Ein Karzinom
breitete sich bei Diagnosestellung bereits bis auf die Haut oder die Brustwand aus (pT4). Im
Vergleich der Tumoren mit intaktem und mutierten BRCA1 zeigte sich also, dass 50% der
tripel-negativen Tumore mit Mutationen im BRCAI1-Gen sich bei Diagnosestellung im
kleinsten Tumorstadium pT1 befanden. Wohingegen nur 37% der Wildtypen einen kleinen
Tumor unter 2 cm zeigten. Diese unterschiedliche Tendenz war jedoch nicht statistisch
signifikant, zeigte sich jedoch auch bei der Zusammenschau von Mutations- und
Methylierungsstatus. In der von Gonzales-Angulo bereits mehrfach erwéhnten Untersuchung
konnte kein Unterschiede bei den TumorgroBBen der Mutationstragerinnen und Wildtypen

herausgearbeitet werden (Gonzalez-Angulo, Timms et al. 2011).

5.6.3. Familienanamnese und Mutationen innerhalb des Kollektivs

Das Vorliegen einer positiven Familienanamnese korrelierte in unserem Kollektiv mit dem
tatsdchlichen Vorliegen einer pathogenen Mutation. Die Informationen iiber das Auftreten
maligner Erkrankungen, in einer Familie die in Assoziation mit einer BRCA1/2 Mutation
stehen konnten, sind von grofer Bedeutung, und deren Erhebung der erste Schritt bei der
genetischen Beratung. Gerade da die meisten BRCA1 assoziierten Tumoren einen basalen
oder tripel-negativen Phenotyp aufweisen, ist die Erhebung der Familienanamnese von gro3er
Bedeutung, und sollte konsequnet dokumentiert werden. Denn retrospektiv gestaltete sich die
Datenerhebung oft schwierig. In unserem Kollektiv konnte im Nachhinein nicht mehr bei
allen Patietinen eine Auskunft iiber den Stammbaum erhoben werden und somit sind wichtige
klinische Daten fiir die Forschung verloren gegangen. Ingesamt lagen uns bei 55 Patientinnen
keine Daten zu der Familienanamnese vor. Bei 15 Frauen ergaben sich Hinweise fiir das
Vorliegen einer positiven Familienanamnese, von denen zwei in unserer tumorgenetischen
Sprechstunde vorstellig wurden. Bei insgesamt 24 Frauen konnte eine familidre Héufung
BRCA1-assoziierter Tumoren ausgeschlossen werden. Bei nur zwei Mutationstrdgerinnen
war eine positive Familienanamnese dokumentiert. Bei den anderen Mutationstragerinnen
lagen jedoch keine Daten beziiglich einer familidren Beteiligung vor. Im Gegensatz dazu
konnte die Arbeitsgruppe um Gonzalez-Angulo des Cancer Centers in Houston bei 43% der
Patientinnen eine positive Familienanamnese ermitteln. Diese klare Assoziation zur
familidren Haufung bei den Probandinnen konnte unter anderem, eine Ursache fiir die im

Vergleich zu uns ermittelte hohere Mutationsfrequenz sein.
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5.6.4. BRCAI1-Status und Alter

In einer Untersuchung, die sich mit dem klinischen Outcome tripel-negativer Patientinen
unter Berticksichtigung des BRCA 1-Mutationssatus beschéftigte, konnte gezeigt werden, dass
Mutationtrdgerinnen im Vergleich zu Patientinnen ohne Mutation bei Erstdiagnose deutlich
jinger waren (p< 0,001) (Lee, Alexander et al. 2011). Diese Beobachtung wurden von
Gonzales-Angulo bestitigt (p=0,005)(Gonzalez-Angulo, Timms et al. 2011). Im Widerspruch
dazu stellten sich unsere Ergebnisse dar. Mittels Chi-Quadrat-Testung konnte kein
Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer Mutation des BRCA1-Genlokus und einem
jiingeren Alter oder einer prdmenopausalen Erkrankung gefunden werden. Diese Beobachtung
wiederspricht vorangegangen Untersuchungen und ist am ehesten darauf zuriickzufiihren,
dass bei den Mutationstrigerinnen eine Patientin mit somatischer Mutation und einem
Erkrankungsalter von 70 Jahren die statistische Auswertung bei kleiner Fallzahl deutlich
verdandert. Denn das Risiko fiir Tridger von Keimbahnmutationen ist, unabhingig vom

Tumortyp, bereits in jungen Jahren an Krebs zu erkranken erhoht (Meindl and Cancer 2002).

5.6.5. Rezidivmuster

Tripel-negative Tumoren zeigen ein charakteristisches Rezidivmuster, das wohl in
Zusammenhang mit den biologischen Eigenschaften dieser Tumoren steht. Als so genannter
Intervall-Brustkrebs, treten die meisten Rezidive innerhalb der ersten drei Jahre nach
Erstdiagnose auf. Es zeigte sich in unserem Kollektiv, das der Anteil an Rezidiven in den
ersten 3 Jahren nach Diagnosestellung deutlich hoher war, als der nach dem Ablauf der ersten
3 Jahre. In unserem Kollektiv traten 88% der Rezidivereignisse, innerhalb der ersten drei Jahr
auf. Ahnliche Beobachtungen beziiglich des Rezidivverhaltens wurden auch von Dent und
Kollegen beschrieben. Sie konnten zeigen, dass sich das Rezidivmuster in der Gruppe der
tripel-negativen Tumoren von der Vergleichsgruppe unterschied. Patientinnen die an einem
tripel-negativen Tumor erkrankten hatten innerhalb der ersten 5 Jahre nach Diagnosestellung
ein erhohtes Risiko flir Fernmetastasen, danach jedoch ein geringeres Risiko als andere
Subtypen (Dent, Trudeau et al. 2007). Fiir die Vergleichsgruppe blieb das Rezidivrisiko in der
Follow-up-Periode konstant. In unserem Kollektiv trat insgesamt bei 25 Patientinnen (28,4%)
innerhalb des beobachteten Intervalls ein Rezidiv auf. Bei der Auswertung wurde dabei nicht
zwischen einem Lokal- oder einem Fernrezidiv im Sinne einer Metastasierung unterscheiden.
Nur eine Mutationstrdgerin erlitt innerhalb des beobachteten Zeitraums ein Rezidiv. Im
Vergleich lag der Anteil an Rezidiven bei den Mutationtragerinnen mit 20% etwas unter dem

der BRCA1-kompetenten Patientinnen (27,2%), jedoch nicht im Bereich der statistischen
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Signifikanz. Aufgrund der so kleinen Fallzahl scheinen diese Ergebnisse nicht aussagekriftig
genug. Betrachtet man sich die klinischen Daten der Mutationtrégerinnen mit Rezidiv jedoch
genauer so zeigt sich, dass die 37-jdhrige Patientin mit positiver Familienanamnese als
einzige der Mutationstrigerinnen an einem duktolobuldren Karzinom erkrankt ist. Eine
Erkldrung wire ein moglicherweise unterschiedliches Verhalten dieses histologischen Typs
im Hinblick auf eine chemotherapeutische Behandlung und Prognose.

Haffty et al. fiihrten eine Studie beziiglich des Verhaltens von Lokal- und Fernrezidiven bei
tripel-negativen Tumoren durch, die nach standardisiertem Therapieschema behandelt
wurden. Dabei zeigte sich das im Vergleich zu der Kontrollgruppe kein erhohtes Risiko fiir
lokale Rezidive nach konservativer Therapie fiir die tripel-negative Gruppe bestand (Haffty,
Yang et al. 2006). Da sich die Héaufigkeit von Lokalrezidiven bei den tripel-negativen
Tumoren also nicht von der anderer Tumorsubtypen unterscheidet, ist auch fiir sie eine
brusterhaltende Therapie mit anschlieBender Bestrahlung zu befiirworten. Jedoch sind
Unterschiede in der Héufigkeit des Auftretens von Fernrezidiven beschrieben. Im Vergleich
zu Kontrollgruppen erkranken Frauen mit tripel-negativen Tumoren hdufiger an
Fernrezidiven. Jedoch besteht laut Dent und Kollegen hier kein Zusammenhang zu lokalem
Krankheitsprogress. Im Vergleich zu anderen Tumorsubtypen (20,4%) treten Fernrezidive bei
tripel-negativen Patientinnen haufiger auf (33,9%) und sind fiir eine schlechte Prognose fiir

das 5-Jahres-Uberleben verantwortlich.

5.7. Prognostische Parameter

Die Bedeutung klassischer prognostischer Parameter ist auch fiir die Gruppe der tripel-
negativen Mammakarzinome unbestritten. Unser Interesse galt der Untersuchung weitere
Parametern, wie dem BRCA1-Status und dessen Bedeutung fiir prognostische Vorhersagen.
Die zu diesem Zweck von uns durchgefiihrten univariaten und multivariaten Cox-
Regressionsanalysen fiir das progressionsfreie Uberleben zeigten wie erwartet, dass v.a. die
Tumorgrofe und der Nodalstatus relevante prognostische und unabhdngige Parameter
darstellen. Der BRCA1-Mutationsstatus allein konnte sich jedoch nicht als prognostischer
Parameter erweisen. Um eine genauere Einschitzung des tatsdchlich nur auf die Mutationen
zurlickzufiihrenden Effekts zu kléren, wurde eine Darstellung der multivariaten Cox-
Regressionsanalysen mittels Forrest-Plot gewihlt. Dabei wurde, unter konsekutiver
Berticksichtigung der potentiellen Confoundervariabeln Tumorgrof8e und Nodalstatus, ein

Forrest-Plot erstellt. Dabei zeigte sich fiir das progressionsfreie Uberleben keine substanzielle
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Evidenz fiir das Vorliegen eines Confounder-Effekts. Dies spricht fiir die Unabhangigkeit des
durchaus klinisch relevanten Effekts des Mutationstatus auf das Uberleben. Es ist also davon
auszugehen, dass der Mutationsstatus als unabhédngiger prognostischer Parameter durchaus
Bedeutung hat. Unsere fehlende statistische Signifikanz ist moglicherweise auf die zu kleine

Fallzahl zuriickzufithren.

5.8. Uberlebenskurven

Innerhalb der Gruppe der tripel-negativen Tumoren gibt es trotz der im allgemein schlechten
Prognose, die auf einen Anteil an sehr aggressiv verlaufenden Erkrankungen zuriickzufiihren
ist, immer wieder moderate Verldufe und zum Teil auch gute Therapieansprechen. Es stellt
sich nun die Frage welche tumorbiologischen Eigenschaften diesen unterschiedlichen
Krankheitsverldufen zu Grunde liegen. Eine mogliche Hypothese fiihrt Unterschiede in der
Prognose auf den Funktionszustand des BRCAI1-Gens bei tripel-negativen Patientinnen

gerade im Hinblick auf ein Therapieansprechen zuriick.

Die von Gonzales-Angulo und Kollegen durchgefiihrte Untersuchunge kann diese Hypothese
mit den ermittelten Daten stiitzen. In ihrem tripel-negativen Kollektiv konnte nach
antrazyklinhaltiger adjuvanter Chemotherapie ein verbessertes progressionsfreies Uberleben
fiir die Gruppe der Mutationsragerinnen ermittelt werden (p=0,016) . Dieser Vorteil konnte
jedoch nicht fiir das Gesamtiiberleben gezeigt werden. Das rezidivfreie Uberleben innerhalb
der ersten fiinf Jahre lag bei 51% fiir den WT und bei 86% fiir Mutationstrdgerinnen
(p=0,031). Beim 5-Jahres-Gesamtiiberleben zeigte sich hingegen kein signifikanter
Unterschied der beiden Gruppen (Gonzalez-Angulo, Timms et al. 2011).

Bereits im Jahr 2003 konnte die Arbeitsgruppe um Lambie zeigen, dass eine reduzierte
Expression des BRCA1-Gen gemessen in sporadischen Tumoren zwar mit einem niedrigeren
histologischen Differenzierungsgrad (G3) korrelierte, jedoch zu einem signifikant
verlangerten rezidivfreien Intervall fiihrte. Die Expression des BRCA1-Gens wurde dabei
mittels immunhistochemischer Methoden untersucht und die Bestimmung der mRNA-Spiegel
durchgefiihrt. Die BRCA1-Proteinexpression wurde mit bekannten prognostische Faktoren
abgeglichen und ihr Wert fiir prognostische Vorhersagen evaluiert (Lambie, Miremadi et al.

2003).

Gegensitzliche Beobachtungen wurden durch Lee et al. beschrieben. Es wurden Frauen mit
Stage I-III triple-negativem Brustkrebs untersucht, die mit alkylatienhaltiger Chemotherapie
behandelt wurden. Zwischen den 46 Mutationtragerinen und den 71 Wildtypen bestand
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beziiglich des rezidivfreien Intervalls und des Gesamtiiberlebens kein Unterschied. Es zeigte
sich lediglich eine vermehrte Neigung zur Entwicklung von Gehirnmetastasen bei
Mutationstragerinnen. Eine BRCA1-Muation stellte somit in ihren Untersuchungen keinen

unabhingigen prognostischen Faktor fiir das Uberleben dar (Lee, Alexander et al. 2011).

In einer weiteren Studie wurden das rezidivfreie und das Gesamtiiberleben bei
Hochrisikopatientinnen mit tripel-negativen Tumoren mit und ohne BRCA1-Mutationen
verglichen. Alter, Rasse und Tumoreigenschaften unterschieden sich nicht zwischen den zwei
Gruppen, zudem zeigte sich fiir das geschitzte 5-Jahres progressionsfreie Uberleben und das
Gesamtiiberleben kein Vorteil fiir die Mutationstragerinnen. Die Gesamtprognose fiir
Mutationstrager und Wildtyp-RCA1-Tréger unterscheidet sich also nicht. In der multivariaten
Analyse nach Korrektur von Alter und Krankheitsstadium zeigte sich jedoch ein verringertes
Rezidivrisiko innerhalb der Gruppe der Mutationtragerinnen (Bayraktar, Gutierrez-Barrera et

al. 2011).

Vergleicht man nun die von uns ermittelten Daten so liegen unsere Ergebnisse zwischen den
beiden vorangegangenen Untersuchungen. Bei einer Beobachtungszeit bis hin zu 194
Monaten und einem medianen Followup von 63 Monaten zeigte sich in unserem Kollektiv bei
28,4% ein Krankheitsprogress im Sinne eines Rezidivs. 25,7% der Patientinnen verstarben,
wobei ein Zusammenhang zur Grunderkrankung nicht immer eindeutig nachvollzogen
werden konnte. Im Vergleich dazu zeigten sich Gonzalez-Angulo et al. 42% Rezidive und
45,5% Sterbefille (Gonzalez-Angulo, Timms et al. 2011). Innerhalb der Gruppe der
Mutationstragrinnen trat bei einer von zehn Patientinnen eine Rezidiv auf. Zwei
Mutationstragerinnen verstarben, wobei jedoch bei beiden kein Rezidivereigniss dokumentiert
war. Die Auswertung der grapischen Darstellung des progressionsfreien Ubelebens und des
Gesamtiiberlebens mittels Kaplan Meier Kurven zeigte einen tendenziell leichten Vorteil fiir
die Mutationstragerinnen. Dieser Trend stellte sich zwar graphisch dar, konnte jedoch nicht

durch statistische Argumente bestétigen werden.

Vergleicht man die Rezidivereignisse und Sterbefille bei Gonzalez-Angulo und in unserm
Kollektiv, so scheint es in unserer Gruppe weniger aggressive Verldufe zu geben. Dies konnte
einen Erklirungsansatz dafiir bieten, warum bei Gonzalez-Angulo et al. der Uberlebensvorteil
fir BRCAI1-Mutationstrdgerinnen deutlicher ist. Einen weiteren Aspekt stellen die
unterschiedlichen therapeutischen Vorgehensweisen in unserem Kolleketiv dar. Insgesamt

21% erhielten gar keine adjuvante Chemotherapie. Von den Mutationstrdgerinen wurden 5
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Patientinnen mit alkylierenden Antrazykline-Chemotherapeutika behandelt. Eine Patientin
erhielt gar keine Therapie und zwei wurden nach anderen Schemata behandelt.
Bemerkenswert ist, das beide verstorbenen Patientinnen nicht mit antrazyklinhaltigen
Strategien therapiert wurden sondern das CMF-Schema erhielten. Die Rezidivtridgerin wurde

bei positiver Familienanamnese mit FEC behandelt.

5.9. Therapieoptionen

Bei der Betrachtung der klinisch und experimentell gewonnen Daten wird deren Interpretation
vor allem unter dem Gesichtspunkt der moglichen Verbesserungen der Therapiestrategien
durchgefiihrt. Obwohl viele Studien zeigen konnten, dass der tripel-negative Subtyp zum Teil
ein sehr gutes Ansprechen auf bestimmte Chemotherapeutika aufzeigt, haben Patientinnen mit
tripel-negativen Tumoren, eine immer noch schlechtere Prognose als andere Subtypen. In
diesem Zusammenhang wird auch von dem tripel-negativen Paradoxon gesprochen (Carey,
Dees et al. 2007). Es ist daher von Interesse und Gegenstand zahlreicher Untersuchungen die
klassischen Chemotherapie-Regime im adjuvanten und neoadjuvanten Setting fiir den tripel-
negativen Subtyp zu verbessern und anzupassen. Es wird sogar diskutiert, dass verbesserte
Chemotherapieregime einen groferen Effekt bei hormonrezeptor-negativen Subtypen haben
(Berry, Cirrincione et al. 2006). Zudem riickt die Substanzklasse der PARP-Inhibitoren in den
Vordergrund therapeutischer Interessen. Die Wirksamkeit der Target-Therapie mit der
Zielstruktur der defekten DNA-Reperatur wurde zundchst nur fiir BRCA-
Mutationstragerinnen postuliert. Jedoch wurde die Erforschung der Wirksamkeit dieser
Stoffgruppe dann rasch aufgrund der bestehenden Gemeinsamkeiten zwischen BRCA-

assoziierten und tripel-negativen Tumoren auf eben diese ausgeweitet.

Geht man davon aus, dass Unterschiede im Ansprechen der tripel-negativen Tumoren auf
Chemotherapeutika bestehen so kann man mutmalen, dass dies auf verschiedene Einfliisse
bei der Tumorgenese und unterschiedliche genetischen Ausstattung der Tumorzellen
zurlickzufiihren sind. In diesem Kontext gewinnt auch wieder die genauere Klassifizierung
beziehungsweise Differenzierung von tripel-negativen und basalen Tumoren an Bedeutung
und die Durchfithrung genetischer Tests zur Funktionsfahigkeit des BRCA1-Gens sowie die

Darstellung von molekularen Expressionsprofilen.
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5.9.1. ,,BRCAness“-Tumortyp innerhalb des sporadisch tripel-negativen/basalen
Clusters

Tumore, die bei Tridgerinnen von BRCA1-Keimbahnmutationen entstehen, zeigen zumeist
einen tripel-negativen Phénotyp und weisen zu 80-90% ein basales Expressionsprofil auf
(Turner, Tutt et al. 2004, Lakhani, Reis-Filho et al. 2005). Die Mehrheit der tripel-negativen
respektive der basalen Karzinome entstehen jedoch nicht bei BRCA1-Mutationstrigerinnen,
sondern sind sporadischen Ursprungs. Entsprechend der aktuellen Literatur und in
Ubereinkunft mit unseren Ergebnissen liegt der Anteil an Mutationtriigerinnen im tripel-
negativen Kollektiv zwischen 10-20%. Dabei handelte es sich in den meisten Fillen jedoch
um Mutationen die hereditdren Ursprungs sind. Sporadische Mutationen in BRCA1 sind

hingegen eher selten (Futreal, Liu et al. 1994).

Obgleich gibt es Anhaltspunkte, dass eine Dysfunktion des BRCA1-Gens auch fiir die
Pathogenese von sporadischen tripel-negativen/basalen Tumoren von Bedeutung ist. Denn
sowohl die sporadischen tripel-negativen/basalen als auch die BRCA1-assoziierten Tumoren
weisen Ahnlichkeiten in ihrer phinotypischen Priisentation auf. Aufgrund der méglichen
BRCA1-Beteiligung an der Entstehung eben dieses Phédnotyps prigten Turner et al. als erstes
den Begriff des ,,BRCAness* Mammakarzinoms (Turner, Tutt et al. 2004).

Die gemeinsamen klinisch-pathologischen Eigenschaften der BRCA 1-assoziierten und tripel-
negativen/ basalen Tumore sind vielfiltig und bestehen zundchst vor allem in dem zumeist
negativen Hormonrezeptorstatus und den entdifferenzierten Tumorstadien (G3). Es ist jedoch
zu bemerken, dass es in der Gruppe der basalen und der BRCA1-assoziierten Tumoren einen
geringen Anteil an hormonrezeptorpositiven Karzinomen gibt. Daneben kommen sowohl bei
den tripel-negativen/basalen als auch bei den BRCA 1-asoziierten Tumoren hiufig Mutationen
in einem weiteren Tumorsupressorgen, dem p53-Gen vor (Perou, Serlie et al. 2000). Als
Zeichen genomischer Instabilitdt treten zudem hdufig aneuploide Chromosomensitze auf
(Anders, Winer et al. 2010). Gemeinsam ist den Dreien ebenso die Présentation eines basalen
Expressionsmusters (Perou, Serlie et al. 2000, Serlie, Perou et al. 2001, Sorlie, Tibshirani et
al. 2003, Livasy, Karaca et al. 2006, Cleator, Heller et al. 2007). Per Definition zeigt der
basale Subtyp die Expression von basalen Cytokeratinen, aber auch der tripel-negative Subtyp
und der BRCAI1 assoziierte Subtyp zeigen in 42-88% und in 60-65% dieses
Expressionsmuster (Foulkes, Stefansson et al. 2003, Carey 2011). Zudem zeigen beide
Tumore hédufig Deletionen am Chromosom 5q. Dieser Abschnitt enthélt verschiedene Gene,

die unter anderem fiir die DNA-Reparatur von Bedeutung sind (MSH3, RAD17, RADS50)
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(Bergamaschi, Kim et al. 2006). Eine weitere Gemeinsamkeit stellen die hohen
Prolifationsraten der Tumorsubtypen dar. Fridlyand und Kollegen konnten bei allen Dreien
eine Anreicherung von Gensets ausmachen die im Zusammenhang mit der zellproliferativen
Regulation stehen (Fridlyand, Snijders et al. 2006, Kwei, Kung et al. 2010). Es zeigen sich
dariiber hinaus hdufig histologische Gemeinsamkeiten. Sporadische basale Tumoren weisen
hohe Mitose-Indices auf, gelegentlich auch medulldre Eigenschaften, Lymphozyteninfiltrate
und so genannte “pushing borders die fiir BRCAl-assoziierte Tumoren typisch sind

(Honrado, Benitez et al. 2006, Kwei, Kung et al. 2010).

Verschiedene Ursachen die fiir die Entstehung des BRCAness Phenotyps verantwortlich sind
und die zuvor diskutierten Gemeinsamkeiten erkldren konnten werden erldutert. Neben den
klassischen Mutationen, die zu einem Funktionsverlust des BRCA1-Gens fiihren, kénnen
Einschrinkungen in der Funktion des BRCA1-Gens und folglich des Proteins auch durch
epigenetischen Verdnderungen hervorgerufen werden. Es zeigte sich, das Methylierungen der
Promotorregion des BRCA1 zu einer verminderten Proteinexpression fithren konnen (Esteller,
Silva et al. 2000, Turner, Reis-Filho et al. 2007). Catteau et al. beschrieben das eine reduzierte
Expression des BRCA1-Gens aufgrund von Promotorhypermethylierung bei etwa 11-14% der
sporadischen Mammakarzinome vorkommt. Diese Ergebnisse konnnten auch Birgisdottir
bestitigen. Sie untersuchten ebenfalls die Héufigkeit von Methylierungen bei sporadischen
Mammakarzinomen jedoch in einem unselektierten Kollektiv. Dabei zeigte sich bei 9,1% der
Frauen epigenetische Verdnderung der Promotorregion. Methylierte Tumoren waren dabei
signifikant hiufiger vom hormonrezeptornegativen Phénotyp und zeigten deutlich hiufiger
Deletionen des BRCA1-Gens (Birgisdottir, Stefansson et al. 2006). Im Rahmen des ASCO
Kongress 2010 préisentierten Grushko et al. ihre Ergebnisse zur Untersuchung der
Promotormethylierung als Marker fiir tripel-negative/ basale Tumore. Bei 43% der TNBC und
bei 17% der non-TNBC konnte eine Promotormethylierung nachgewiesen werden. Dabei
zeigte ein grofer Anteil der Guppe der methylierten TNBC ein basales Expressionsmuster.
Turner et al. ermittelten hingegen, dass Promoterhypermethylierung bei basalen Tumoren
nicht signifikant hdufiger waren als innerhalb der Kontrollguppe. Nichtsdestotrotz war die
BRCA1-mRNA Expression bei den basalen Karzinomen auf die Hélfte reduziert. Die
verminderte BRCA1- Expression korrelierte dabei deutlich mit der Expression von basalen

Markern (Turner, Reis-Filho et al. 2007).

Als mogliche Ursache fiir die verminderter Expression des BRCA1-Gens, konnten Turner et

al. jedoch ein weiteres Protein identifizieren. Das ID4 ist ein ,,helix-loop-helix*“ DNA-Binde-
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Faktor der die Transkription von BRCA1 vermindert und somit einen negativen Regulator
darstellt. In Thren Untersuchungen konnten sie zeigen, das die Expression des ID-4 Proteins
9,1-fach erhoht war und zogen dies als moglichen Erkldrungsansatz flir die verminderte
BRCA1-Expression in Erwédgung. Wen et al. konnten diese Ergebnisse bestétigen. Auch in
thren Untersuchungen zeigte sich fiir TNBC eine erhohte Expression von ID4 (Wen, Ho et al.
2012).

Eine weitere mdgliche Ursache, auch in Verbindung mit der Hypermethylierung, stellen die
so genannten LOHs dar. LOH bezeichnet dabei einen Verlust der Heterozygotie, innerhalb
eines Genlokus. Es ist bekannt, dass LOHs héufiger bei hereditiren BRCA-assoziierten
Karzinomen vorkommen. So wird bei 86% der hereditdren Karzinome ein LOH beobachtet,
bei sporadischen Karzinomen treten LOH nur in 30% der Fille auf. Rhiem et al. konnten
zeigen, dass in hormonrezeptor-negativen Tumoren ebenfalls hdufiger LOHs vorliegen als in
hormorezeptor-positiven(Rhiem, Todt et al. 2010). Sie stellen die Hypothese auf, dass
innerhalb der sporadischen Tumoren eine Subgruppe von Tumoren durch die LOHs
ausgewiesen wird, die ihre Eigenschaften mit denen der familidren Karzinome teilen. In
unserem Kollektiv konnte bei 77% der Tumoren mit BRCAIl-Insuffizienz grofle
Rearangements gefunden werden (unpublizierte Daten der Arbeitsgruppe), die das zweite
Allel im Sinne der Two Hit Hypothese von Knudson betrafen (Esteller, Silva et al. 2000, Wei,
Grushko et al. 2005, Birgisdottir, Stefansson et al. 2006).

Steffansson et al. konnten zeigen das es eine Gruppe von sporadischen Tumoren gibt, die sich
dhnlich zu denen entwickeln, die bei BRCAI-Mutationstragerinnen entstehen. Die
Ahnlichkeiten reflektierten sich dabei in der Art der genomsichen Alterationen, bei der
Verluste grofer DNA Segmente typisch sind. Diese Gemeinsamkeiten fiihren sie, so die
Hypothese auf eine defiziente homologe Rekombination zuriick, die sowohl in sporadischen
als auch hereditdren Karzinomen vorkommen. Zudem scheinen auch Hinweise vorzuliegen,
dass sowohl bei den basalen und auch der BRCA-assoziierten Tumoren Merkmale einer

normalen X Inaktivierung fehlen (Richardson, Wang et al. 2006).

All diese Beobachtungen legen die Beteiligung einer mogliche BRCA1-Dysfunktion auch bei
der Entstehung sporadischer tripel-negativer Tumoren nah, die in einer insuffizienten
homologen Rekombination resultieren und so an der Entstehung des besagten Phénotyps

beteiligt sind.
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In diesem Zusammenhang fiihrten Rodriguez et al. eine Untersuchung durch, die zeigen
konnte, dass bei einem Teil der sporadisch auftretenden tripel-negativen Tumoren tatsichlich
Defekte in DNA-Reperaturmechanismen vorliegen. Den Nachweis fiihrten sie mit Hilfe von
Gen-Expressionsanalysen. Als Konsequenz auf einen insuffzienten DNA-Reparaturweg
(BRCA-pathway) kommt es zur Hochregulation von Genen die im Zusammenhang mit
anderen an der DNA-Reparatur beteiligten Genen stehen. Diese spezifische Signatur deutet
also auf eine defekte oder eingeschriankte DNA-Reperatur mittels homologer Rekombination
hin und ist sowohl bei BRCA-assoziierten als auch bei einem Teil der tripel-negativen

Tumoren zu finden (Rodriguez, Makris et al. 2010).

Santarosa et al. diskutieren im Gegensatz dazu einen weiteren Aspekt. Sie gehen davon aus,
dass der Verlust der DNA-Integritit durch den Verlust der Funktion des BRCA-Gens als
Reparaturgen nicht ursdchlich mit der Enstehung des Phénotyps in Verbindung steht.
Vielmehr bringen sie die Funktion des BRCA1-Gens als Regulator der Transkription in
Zusammenhang mit der Enstehung des BRCAness- Phinotyps. So gibt es Hinweise, dass die
Fahigkeit von BRCAI, sich negativ auf die Transkription von Genen auszuwirken, eine
wichtige Rolle bei der Entwicklung des tripel-negativen oder basalen Phénotyps spielt. Ein
Beispiel: BRCAT1 unterdriickt, als Tumorsuppressorgen, die pro-proliferativen Signalwege,
die durch den Ostrogenrezeptor ERa. aktiviert werden. Mehr als 90% der Ostrogen-
induzierbaren Gene werden vom BRCA 1 unterdriickt (Xu, Fan et al. 2005) (Fan, Wang et al.
1999, Gorski, Kennedy et al. 2009, Santarosa and Maestro 2012). Auf der anderen Seite ist
BRCAL1 in seiner regulativen Funktion auch fiir die Aktivierung des Promotors von ERa und
dessen Transkription verantwortlich. Eine fehlende BRCA1-Funktion erklirt daher die ER-
Negatitivit BRCAl-assoziierter Tumoren. BRCA1 wirkt sich auch im geregelten Zellzyklus
negativ auf die Expression des EGFR aus. Bei BRCA-Defizienz sehen wir daher hiufige eine

Uberexpression des ,,Epidermal-Growth-Factor-Receptor (Santarosa and Maestro 2012).

Einen weiterern interessanten Aspekt stellt die Funktion des BRCA1 bei der Entwicklung und
der Differenzierung epithelialen Brustdriisengewebes dar. BRCA1 scheint eine Rolle bei der
Transformierung der hormonrezeptor-negativen Stammzelle hin zu einer hormonrezeptor-
positiven Progenitorzelle zu spielen (Liu, Ginestier et al. 2008). Kwei et al. schlussfolgern das
fiir die Entwicklung eines tripel-negtaiven Phdnotyps eine irgendwie geartete BRCAI-
Dysfunktion vorliegt, die zur fehlenden Expression eines Ostrogenrezeptors und einem

spezifischen Muster genomischer Alterationen fiihrt (Kwei, Kung et al. 2010).

110



Diskussion

Laut Kwei und Kollegen besteht jedoch bisher kein Beweis fiir eine tatsdchliche Insuffizienz
der Homologen Rekombination bei basalen Mammakarzinomen. Betrachtet man sich die
Tumoren, die bei Keimbahnmutationstragerinnen im BRCA?2 entstehen, so zeigen diese keine
histotypische Spezifitit. Zudem zeigen BRCA2-assoziierte Tumoren héufig einen positiven
Hormonrezeporstatus und weisen andere Muster genomischer Alteration als die BRCAI-
asoziierten Tumore auf. Obwohl auch BRCA2 eine Schliisselrolle bei der Homologen
Rekombination im Zusammenhang mit RADS51 hat, fiihren die bei BRCA2-
Mutationstragerinnen entstandenen Tumoren nicht zu dem klassischen ,, basal- like* BRCA1-
assoziierten Erscheinungsbild. Moglicherweise hédngt also die Erkldrung fiir die Entstehung
des BRCAness Phinotyps nicht mit der homologen Rekombination sondern mit einer anderen
Funktionen des BRCA1-Gens zusammen (Kwei, Kung et al. 2010). Obwohl BRCA1 und 2
fir die Uberwachung der genomischen Intergritit von Bedeutung sind, scheint ihre
Insuffizienz auf verschiedenen Wegen zur Entwicklung von Brustkrebs zu fiihren

(Stefansson, Jonasson et al. 2009), (Santarosa and Maestro 2012).

Die Komplexitit die einer verminderten Funktion des BRCA1 Proteins innerhalb seines
Wirkungsspektrums ~ (Tumorsuppression,  Transkriptionregulation, DNA  Reparatur,
Chromatinremodeling) zugrunde liegt muss Ziel weiterer Untersuchungen sein. Zwar fiihrt
eine insuffiziente Homologe Rekombination zu Fehlern in der DNA-Reparatur und trigt
somit zu einer genetischen Instabilitdt bei, die karzinogen wirkt, jedoch kann gerade diese
Insuffizienz von Interesse fiir therapeutische Belange sein. Gerade im Hinblick auf den
Einsatz gezielter neuer Therapiestrategien riickt also die insuffiziente DNA-Reparatur bei
bestehender BRCA1-Dysfunktion als Target in den Vordergrund. So 146t sowohl der Einsatz
klassischer Chemotherapeutika als auch der Einsatz der neuen Substanzgruppe der PARP-
Inhibitoren vermuten, dass eine Verbesserung der Therapie durch gezielte Indikation erreicht
werden kann. Der Einsatz effektiver Therapieregime steht somit zunehmend in
Zusammenhang zu der Durchfilhrung genetischer Testung, der Funktionsfdhigkeit des

BRCA1- Gens und der Ermittlung von molekularen Expressionsprofilen.

5.9.2. Einsatz klassischer Chemotherapeutika
Priklinische Modelle konnten zeigen, dass neoplastische Zellen die Defekte im BRCA1-Gen
haben, und denen somit ein moglicher DNA-Reparaturmechanismus fehlt , sensibler auf DNA

schidigende Agenzien sind (Kennedy, Quinn et al. 2004, Santana-Davila and Perez 2010).

111



Diskussion

Es konnte gezeigt werde, dass vermutlich als Konsequenz auf eine insuffiziente DNA-
Reparatur eine bessere Sensitivitit der BRCAI-defizienten Zellen auf antracyklinhaltige
Chemotherapieregime besteht. Diese liegt so wird angenommen, an den interkalierenden
Eigenschafen dieser Substanzgruppe die direkten Schaden an der DNA hervorrufen. Auf der
Grundlage von molekularbiologischenen Expressionsanalysen befassten sich Carey et al. mit
dem Krankheitsverlauf von Patientinen unterschiedlicher Brustkrebssubtypen. Dabei nahmen
sie eine Einteilung nach drei immunhistochemischen Profilen vor. Die Patientinnen wurden
alle mit einer klassischen antrazyklin-basierten neoadjuvanten Chemosequenz (Doxirubicin,
Cyclophosphamid) therapiert. Zur Auswertung wurden die klinische und pathologische
Responsrate sowie das rezidivfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben herangezogen. Es
zeigte sich, dass der basale Subtyp sensitiver flir die antracyclin-basierte neoadjuvante
Chemotherapie war und ein signifikant besseres klinisches Ansprechen zeigte. Insgesamt
bestand jedoch weiterhin eine schlechtere Prognose fiir Patientinnen des basalen Subtyps,
Erklarbar durch hohere Rezidivraten bei Patientinnen, die nach neoadjuvanter Behandlung
noch Tumorresiduen zeigten. Diese Eigenschaften spiegeln sich daher in dem von Carey et al.
gepriagten Begriff des tripel-negativen Paradoxons wieder. Dieses Paradoxon beschreibt eine
signifikant erhohtes komplettes pathologisches Ansprechen (pCR) auf antrazyklinhaltiger
Chemotherapie, mit einem ausgezeichneten Uberleben, jedoch einer verheerenden Prognose

bei Therapieversagen (Carey, Dees et al. 2007).

Die Ergebnisse von Liedtke et al. stimmen mit diesen Beobachtungen {iberein. Sie konnten in
einer prospektiven Studie zum Uberleben von Patientinnen mit TNBC nach neoadjuvanter
Behandlung zeigen, dass im tripel-negativen Kollektiv eine signifikant hdufigere pCR erreicht
werden konnte. Bei fehlendem Ansprechen bestand jedoch weiterhin ein deutlich schlechtere
3-Jahres-Prognose fiir ein rezidivfreies Uberleben der tripel-negativen Patientinnen im
Vergleich zu den nicht tripel-negativen Kontrollen. Auch fiir das Gesamtiiberleben zeichnete
sich dieser Trend ab (Liedtke, Mazouni et al. 2008). Rodriguez et al. gehen wie bereits
erwdhnt davon aus, dass ein bestimmtes Expressionsmusters Hinweise auf die
Funktionsfihigkeit der DNA-Reparatur gibt und leiten daraus eine Prognose fiir die
Sensitivitdt auf antrazyklinhaltige Chemoregime und eine mogliche Resistenz auf Taxane ab.

(Rodriguez, Makris et al. 2010)

Nach Hinweisen zur Wirksamkeit der Platine innerhalb praklinischer in vivo Studien an
BRCA-insuffizienten Zelllinien (Lippman, Allegra et al. 1978) zeigten sich auch gute

Therapieresultate fiir die Substanzgruppe der Platine im neoadjuvanten Setting . Platinhaltige
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Chemotherapeutika wie z.B. Cisplatin zeichnen sich ebenfalls dadurch aus, dass sie direkt mit
der DNA der Tumorzellen interagieren. Dabei fiihren sie durch direkte Bindung zu einer
Quervernetzung der DNA, zu einer Hemmung der Replikation und im Verlauf zu
Doppelstrangbriichen. Somit stehen sie in direkter Verbindung zu der Homologen
Rekombination die durch das BRCA1-Gen gesteuert wird. In einer relativ kleinen Studie
konnten Byrski et al. zeigen, dass BRCAI1 Mutationstridgerinnen die neoadjuvant mit
cisplatinhaltigen Therapieregimen behandelt wurden hervorragende Ansprechraten im Sinne
einer pCR im Vergleich zu anderen Chemotherapeutika zeigten (pCR 83%) (Byrski,
Gronwald et al. 2010). Die Ergebnisse miissen jedoch aufgrund der kleinen Probandenzahl
(nur 12 Patientinnen) und dem retrospektiven Ansatzt differenziert betrachtet werden.
Ahnliche Ergebnisse konnten auch Silver et al. priisentieren. Sie befassten sich gezielt mit
dem Einsatz von Cisplatin in einer Gruppe tripel-negativer Patientinnen in der es keine
gezielte Anreicherung von Mutationtstragerinnen gab. In dem Kollektiv von 28 Frauen
erreichten 22% eine pCR, darunter zwei Patientinnen mit einer BRCA1-Keimbahnmutation.
Insgesamt zeigten 64% ein gutes bis sehr gutes Ansprechen. Gutes Ansprechen war dabei
korreliert ~mit  jungem  Alter, geringer = BRCA-mRNA-Expression, = BRCAI-
Promotormethylierung, p5S3-Mutationen und der Genexpressionssignatur E2F3. Daraus zogen
Silver und Kollegen die Schlussfolgerung das Cisplatin in einem bestimmten Teil des tripel-
negativen Kollektivs eine sehr gute Wirksamkeit zeigt und stellten die Hypothese auf, dass
dies im Zusammenhang mit einer verminderten BRCA1-Expression stehen konnte (Silver,
Richardson et al. 2010).

Auch Siroho et al. bestitigten diese Ergebnisse. Sie konnten zeigen, dass beim tripel-
negativen Subtyp eine erhohte Chemosensitivitdt fiir Platinderivate besteht. Die komplette
pathologische Responsrate nach neoadjuvanter Chemotherpaie lag bei 88% (Sirohi, Arnedos
et al. 2008). In einer differierenden Untersuchung zeigte sich jedoch in Kombination mit
Bevacicumab, einem Humanen monoklonalen Antikdrper, unter der neoadjuvanten Therapie
mit Cisplatin geringere Ansprechraten (15%) (Ryan, Neoadjuvant cisplatin and bevacizumab
in triple negative breast cancer (TNBC). In weiteren Studien in denen der Einsatz von
Cisplatin in Kombination mit anderen Chemotherapeutika untersucht wurde zeigten sich
Ansprechraten zwischen 40-65% (Torrisi, Balduzzi et al. 2008, Frasci, Comella et al. 2009).
Trotz dieser zum Teil positiven Ergebnisse ist der Einsatz von platinhaltigen Regimen bisher
nur auf den Einsatz innerhalb klinischer Studien beschrinkt. Weitere Studien miissen die

Rolle der platinhaltigen Zytotoxika kldren. Bis heute gibt es keine randomisierte Studie die
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den klaren Vorteil von platinhaltigen Derivaten gegeniiber anderern Chemotherapeutika
zeigen konnte (Santana-Davila and Perez 2010).

Unter anderem bleibt auch die Bedeutung der taxanhaltigen Chemotherapien umstritten.
Mehrere Studien konnten ein gute Wirksamkeit zeigen, jedoch bestehen auch Hinweise auf
eine eingeschrinkte Sensitivitdt bei BRCA1-Mutationstrigerinnen. Auf dem ASCO-Kongress
stellte Laurence et al. eine retrospektiven Analyse vor, die zeigte, dass Docetaxel weniger
wirksam  bei  tripel-negativen = Tumoren war als eine  antrhazyklinbasierte
Chemotherapie(Laurence Simon 2012).

Antitubulin-Agenzien, wie Ixabeplione flihren dhnlich den Taxanen zu einer Stabilisierung
der Mikrotubuli und sorgen fiir einen Zellzyklusarrest und die Einleitung der Apoptose. Es
zeigte sich, dass Patientinnen mit Brustkrebs vom basalen Typ eine vermehrte Expression von
betalll-Tubulin aufwiesen. Klinische Phase II Studien zeigten einen leichten Vorteil im
progressionsfreien Uberleben fiir Patientinnen die bei basalem Brustkrebs mit einer
Kombination von Ixabeplione und Gemcetabienen behandelt wurden. Dieser Vorteil war

jedoch statistsich nicht signifikant (HR=0,063)(C. E. Horak 2009).

5.9.3. EGFR

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Hélfte der TNBC eine Expression des EGFR zeigen
(Nielsen, Hsu et al. 2004). Die Expression ist mit einem schlechteren Outcome verkniipft. Der
Einsatz des EGFR-Inhibitors Cetuximab in der Monotherapie zeigte jedoch keine
signifikanten ~ Ansprechraten. Weitere monoklonale-Antikérper werden in  Threr
Wirkungsweise untersucht (z.B. Throsinkinase-Inhibitor), aufgrund ihres nur indirekten

Zusammenhangs mit BRCA1 jedoch nicht weiterfiihrend diskutiert.

5.9.4. Zielgerichtete Therapie mit PARP-Inhibitoren

Wie bereits mehrfach angedeutet stellt der Einsatz und die Erforschung der Wirksamkeit von
PARP-Inhibitoren bei der Gruppe der BRCAIl-assozierten und mdglicherweise dariiber
hinaus bei den BRCA1-insuffizienten tripel-negativen Tumoren einen wichtigen Ansatz bei
der Erweiterung therapeutischer Optionen dar.

PARPs sind eine kleine Gruppe von Enzymen die von Bedeutung fiir die Reparatur von
DNA-Einzelstrangbriichen sind. PARP1 zum Beispiel ist dabei als nukledres Zinkfinger
Protein an der Basenexzisionsreparatur beteiligt. Bei Inhibition der Funktion kommt es zur
Akkumulation von DNA-Einzelstrangbriichen, die bei proliferierenden Zellen wéhrend der

Replikation die Funktion der Replikationsgabeln beeintrachtigen und so zu DNA-
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Doppelstrangbriichen fiihren. Doppelstrangbriiche konnen unter anderem durch die fehlerfreie
Homologe Rekombination repariert werden deren Voraussetzung ein intakter BRCA-Pathway
ist. Neben der homolgen fehlerfreien Rekombination bestehen noch zwei weitere
Mechanismen der DNA-Doppelstrangreparatur. Die NHEJ (non homologous end joining) und
die SSA (single strand annealing) sind jedoch weniger genau und fiithren als einzige intakte
Mechanismen zur genetischen Instabilitdt. Obwohl die PARPs nicht direkt an der Reparatur
von Doppelstrangbriichen beteiligt sind, scheinen sie regulative Funktion bei der DNA-
Reparatur zu iibernehmen, indem sie auch iiber ihre Zink-Finger Domidne an
Doppelstrangbriiche binden. Zudem scheinen PARPs an der nichthomologen Rekombination
beteiligt zu sein, und sogar die Zelle an der Einleitung anderen Reparaturwegen zu hindern
(Saleh-Gohari, Bryant et al. 2005). So konnte bei PARP-knock-out Mausen gezeigt werden,
dass ihre Zellen ein erhohtes Mafl an Homologer Rekombination zeigten (Helleday, Bryant et
al. 2005). Es erwies sich sogar, dass eine erhohte PARP Expression mit agressiveren
Tumoreigenschaften und einer schlechteren Langzeitprognose korreliert (von Minckwitz,
Miiller et al. 2011). Man geht nun davon aus, dass bei bestehendem Funktionsverlust der
DNA Reparatur mittels des BRCApathway(HR) und zusitzlicher Inhibierung der PARPs es
zur der so genannten Synthetischen Letalitdt kommt. Unter Synthetischer Letalitdt versteht
man das Zusammenwirken von zwei Defekten an unterschiedlichen Stellen der DNA-
Reparatur (oder anderen Stellen des Zellzykluses) von denen einer allein zu kompensieren
wire, jedoch ihrer Kombination zur Einleitung der Apoptose fiihrt. Erstmal wurde diese
Theorie 1922 von Bridges beschrieben und die Definition dieses Sachverhalts 1946 durch
Dobzhansky (Dobzhansky 1946) formuliert (Dedes, Wilkerson et al. 2011). Dieses bereits vor

langer Zeit erkannt Konzept scheint fiir die heutige Antitumortherapie von Relevanz.

Priklinische Studien mit PARP-Inhibitoren

Bereits durchgefiihrte Studien konnten sowohl in vitro als auch in vivo zeigen, dass BRCAI-
defiziente Zellen in der Tat auf den Einsatz von PARP-Inhibitoren in beschriebener Weise
reagieren.

Die Untersuchungen sowohl an BRCA 1-defizienten Zelllinien, als auch an knock-out Méusen
konnten belegen, dass bei eingeschrinkter DNA- Reparatur durch den BRCA-Pathway eine
Pridisposition der Zellen fiir eine Inhibierung der PARP-Enzymaktivitdt besteht, was in der
Folge zur chromosomaler Instabilitdt, Zellzyklusaresten und schlielich zur Apoptose fiihrt

(Bryant, Schultz et al. 2005, Farmer, McCabe et al. 2005). Zudem konnten weiterfiihrende in
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vitro-Untersuchungen zeigen, dass die Kombination von PARP Inhibitoren und platinhaltigen
Substanzen/Gemcitabinen oder ionisierender Strahlung den Effekt der eingesetzten PARP-
Inhibitoren verstirken kénnen. In Ubereinkunft konnten Rottenberg und Kollegen mit Hilfe
eines Mausmodell zeigen, dass der PARP Inhibitor Olaparib (AZD2281) zu einer
Verbesserung des Uberlebens fiihrt und dieses in Kombinationstherapie mit Cisplatin oder
Carboplatin noch gesteigert werden konnte (Rottenberg, Jaspers et al. 2008). Auch MK4827,
eine weiterer PARP-Inhibitor, konnte in Zellen mit defekter homologer Rekombination
gezielt synthestiche Letalitit hervorrufen. Dabei wurden neben BRCA-insuffizienten
Zelllinien auch solche mit Defekten in anderen Genen der HR untersucht(Sandhu, Schelman
et al. 2013).

Der PARP-Inhibitor Veliparib konnte sowohl als Monotherapie als auch in Kombination mit
Platinen oder Radiotherpapie in préklinischen Tumormodellen ein Tumorregression
herbeifiihren (Donawho, Luo et al. 2007, Yang, Kummar et al. 2009, Efimova, Mauceri et al.
2010). Auf dem ASCO2012 wurde eine Studie vorgestellt die davon ausgeht, dass der PARP-
Inhibitor Olaparib wirkungsvoller ist als Iniparib (Maura B. Cotter 2012)

Klinische Studien mit PARP-Inhibitoren

Diese vielversprechenden Ergebnisse préiklinischer Forschung fiihrten zu einer Anwendung
von PARP Inhibitoren innerhalb erster klinischen Studien, zunidchst bei BRCA-
Mutationstragerinnen und dann auch dariiber hinaus bei fortgeschrittenem tripel-negativem
Brustkrebs. Die Wirkungsweisen verschiedener PARP Inhibitoren wurden und werden
innerhalb unterschiedlicher klinischer Settings erforscht.

So wurde der orale PARP-Inhibitor Olaparib erstmals in einer klinsichen Phase I Studie
innerhalb einer Gruppe von Patientinnen (OvCA, MaCa, PCA) eingesetzt, bei denen eine
Anreicherung von BRCA-Mutationstridgerinnen zu erwarten war (Fong, Boss et al. 2009). Bei
annehmbarer Toxizitdt und tiberschaubaren Nebenwirkungen konnte ein Antitumoreffekt nur
bei BRCA Mutationstrager/innen erzielt werden, wohingegen kein Ansprechen bei den
Wildtypen beobachtet wurde. Ein Phase II Multicenter-Studie aus dem Jahr 2010 untersuchte
Patientinnen mit fortgeschrittenen Mammakarzinomen gesicherten hereditdren Ursprungs
(BRCAL1/2). Dabei wurde unter Beriicksichtigung der Vertrdglichkeit die Effektivitit einer
Olaparib-Monotherapie untersucht. Es zeigte sich bei der Auswertung ein hervorragender
therapeutischer Index mit objektiven Responsraten bis zu 41% innerhalb der Gruppe, die mit

der hoheren Dosierung (400mgx2d) behandelt wurden (Tutt, Robson et al. 2010). Auch bei
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BRCA-assozierten Ovarialkarzinomen konnten durch den Einsatz von Olaparib &dhnliche
Wirkungen erzielt werden (Audeh, Carmichael et al. 2010). Trotz dieser positiven Ergebnisse
hat die Firma AstraZeneca keine Durchfiihrung einer Phase III Studie mit Olaparib fiir den
Einsatz bei Brustkrebs geplant (Hiller and Chu 2012).

Antitumoraktivitit bei BRCA-Mutationtrégerinnen konnte auch bei der Monotherapie mit den
beiden PARP Inhibitoren AGO14699 und MK4827 beobachtet werde. Schelman et al.
konnten in einer Phase I Studie die Antitumorwirksamkeit des oralen PARP Inhibitor
MK4827 bestitigen. Dabei bestand sowohl fiir BRCA-assoziierte, als auch fiir

Mammakarzinome sporadischen Ursprungs ein positiver Effekt (W. R. Schelman).

5.9.5. PARP und TNBC

Im Jahr 2009 wurde auch erstmals gezielte Unteruchungen der Wirksamkeit von PARP
Inhibitoren innerhalb der Gruppe der tripel-negativen Tumoren durchgefiihrt(O'Shaughnessy
2012).

So wurde die Wirksamkeit und Vertraglichkeit von BSI-201 (Iniparib), einem intravends
wirksamen PARP-Inhibitor, bereits in Phase I Studien bestitigt. O Shaughnessy et al.
untersuchten in Folge einer randomisierten Phase II Studie bei metastatsiertem tripel-
negativem Mammakarzinom in einer Gruppe von 123Patienen die Effektivitit und Sicherheit
bei zusitzlicher Gabe von Iniparib (O'Shaughnessy, Osborne et al. 2011). In Kombination mit
Gemcitabinen und Carboplatin zeigte sich ein signifikant verbesserten OS (p=0,01), PFS
(p=0,01) im Vergleich zum Studienarm mit alleiniger Gemcitabin und Carboplatintherapie.
Zusammenfassend bestand eine Verbesserung des klinischen benefits als Endpunkt der sich
aus dem objektiven Ansprechen und einer stable disease fiir mindestens 6 Monate
zusammensetzt (von 34% auf 56%, p=0,01) und eine Verbesserung der Overallresponse von
32% auf 52%. Zudem konnte gezeigt werden, dass es zu keiner Potenzierung der NW kommt,
und somit eine gute Vertrdglichkeit besteht (O'Shaughnessy, Osborne et al. 2011). Diese
positiven Ergebnisse die einen Uberlebensvorteil bei metastasierten TNBC zeigen konnten
sollten in einer folgenden Studie bestitigt werden.

Im Rahmen dieser Phase III- Studie wiesen die Untersuchungen differierende Ergebnisse auf.
Zwar konnte ein verlingertes progressionsfreies Uberleben fiir die mit Iniparib behandelte
Gruppe beobachtet werden, jedoch erreichte dies mit einem p-Wert von 0,027 nicht den
vorher festgelegten p-Wert von 0,001(J. O'Shaughnessy 2011). Ein Gesamtiiberlebensvorteil
konnte fiir die zusidtzliche Gabe von Iniparib nicht mehr nachgewiesen werden. Als

Erklarungsversuche fiir diese enttduschenden Ergebnisse wurden unter anderem der strenge
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Endpunkt, aber auch die Unterschied in den einzelnen Studienarmen beziiglich der
Vorbehandlung diskutiert. Zudem wurde der BRCA-Status nicht berticksichtigt und es zeigten
sich nur wenige Tumore vom basalen Subtyp. Dariiberhinaus wechselten viele Probandinnen
die Gruppe von GC (Gemcitabine und Carboplatin) zu GCI (Gemcitabine, Carboplatin und
Iniparib). Patientinnen, die bereits mehrfach chemotherapeutisch vorbehandelt waren zeigten
jedoch ein besseres Ansprechen. Tutt diskutierten zudem auf dem ASCO-Kongress eine zu
kleine Kohorte als Ursache fiir die eher enttduschenden Ergebnisse und grundsétzliche
Probleme bei Zulassungsstudien der Phase III. Eine weiter Studie die erstmals beim ASCO
Kongress vorgestellt wurde zeigte, dass die Kombination von Iniparib plus Paclitaxel im
neoadjuvanten Setting bei tripel-negativen Tumoren keinen Potenzierung der Nebenwirkung
aufwiesen, jedoch auch kein signifikanter unterschied der pCR innerhalb der Studienarme
bestand(Antonio Llombart 2012)

Bei zwei weiteren Studien bestand ebenfalls kein eindeutiger Effekt der Therapie mit PARP-
Inhibitoren. Zwar konnten Gelmon et al. in einer klinischen Phase II Studie zeigen, dass auch
die alleinige Gabe von PARP-Inhibitoren als Monotherapie gute wirksam war und eine
kombinierte Therapie im Gegensatz dazu kein Ansprechen hervorrief. Auch eine
weiterefilhrende Studie bestitigte, dass eine nur beschrinkte Wirksamkeit bei
Brustkrebspatientinen ~ bestand, = widhrend bei  Ovarialkarzinoma die  Therapie

ansprach(Gelmon, Tischkowitz et al. 2011).

5.9.6. BRCA-unabhingige Wirkungsfelder der PARP-Inhibitoren

Da nun Hinweise fiir die Wirksamkeit von PARP-Inhibitoren bei BRCA-Mutationstrigern
aber auch bei tripel-negativen Tumoren bestehen, wurden weitere Untersuchungen bei diesen
Tumorsubtypen durchgefiihrt. Neben der Wirksamkeit bei mutierten Zellen sollte auch die
Effizienz der PARP-Inhibitoren bei durch epigenetischer-Regulation verdnderter BRCA-
Funktion getestet werden. Drew et al. konnten an BRCA1/2 defizienten Zelllinien zeigen, das
der PARP-Inhibitor AGO14699 Antitumoraktivitidt aufweist(Drew, Mulligan et al. 2011).
Eine Wirksamkeit konnte sowohl bei den Zelllinien, deren BRCA-Funktion durch Mutationen
eingeschrinkt wurde, als auch bei denen, die durch epigenetische Mechanismen verdndert
wurden, nachgewiesen werden. Auch Veeck et al. konnten zeigen, dass Hypermethylierung
der Promotorregion des BRCA1 zu einer Sensitivitit flir PARP Inhibitoren fiihren (Veeck,
Ropero et al. 2010).
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Es stellte sich zudem heraus, das PARP Inhibitoren mdglicherweise unabhidngig vom BRCA-
Gen eine Wirksamkeit besitzen konnten. Nicht allein eine isolierte BRCA1-Defizienz als viel
mehr ein genereller Fehler in der homolgen Rekombination kann ursédchlich fiir das
Ansprechen auf PARP-Inhibitoren vermutet werden. So diskutieren Dedes et al. die
Moglichkeit anderer an der Homologen Rekombination beteiligter Gene, die im
Zusammenspiel mit einer PARP-Inhibition ebenfalls zu einer synthetischen Letalitidt und
somit Wirksamkeit dieser Substanzklasse flihren (Dedes, Wilkerson et al. 2011). Unter
anderem konnten auch Verdnderungen im ATM-Gen dem PALB2 Gen oder dem PTEN Gen
zu einer Sensitivitdt gegeniiber PARP-Inhibitoren beitragen. Dies kdnnte weitere interessante
Ansatzpunkte fiir die genetischen Untersuchungen innerhalb der Gruppe der tripel-negativen
Tumoren bieten. Gerade weil eine insuffiziente-HR auch als mogliche Voraussetzung fiir die
Entwicklung des BRCAness Phénotyp diskutiert wird. Es besteht aber auch die Hypothese,
dass gerade andere Mutationen als die des BRCA1-Gens beteiligt sein konnten. Es ist moglich
das angesprochene Verdnderungen in andere Gene die am HR-Reparaturwegs beteiligt sind
auch nur im Tumor selbst auftreten konnten, also sporadischer Genese sind. Fong et al.
bringen weiter mogliche Kanditaen-Gene ins Spiel (ATM, RADS51, ATR, CHK1.2. u.a.), FA-
repaire pathway)(Fong, Boss et al. 2009). Zum Beispiel gibt es Hinweis darauf, dass PARP-
Inhibitoren auch bei Tumoren mit einer Mutation im PTEN wirksam sind. Auch PTEN
beteiligt sich an der Homologen Rekombination. Bei ungefdhr 50% der tripel-negativen
Tumoren ist eine Funktionsverlust des PTEN-Gens auszumachen (Pandolfi 2004, Saal,

Johansson et al. 2007).
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie war es, die tatsdchliche Haufigkeit von BRCAI-
Mutationstragerinnen in einem unselektierten tripel-negativen Kollektiv zu ermitteln. Diese
Fragestellung ergibt sich zwangsldufig, wenn man die gemeinsamen molekularbiologischen
Eigenschaften von BRCAl-assoziierten und einem Teil der tripel-negativen Tumoren
bedenkt. Obwohl der GroBteil der bei BRCA1-Mutationstrdgerinnen entstehenden Tumore
einen tripel-negativen basal-like Phinotyp aufweist (60-70%), konnten vorangegangene
Untersuchungen im Umkehrschluss einen nur kleinen Anteil an Mutationstragerinnen in
tripel-negativen Kollektiven ermitteln (9-15%) (Gonzalez-Angulo et al. AM 2011, Young et
al. SR 2009). Von Interesse war daher neben der Inzidenz von BRCA 1-Mutationen in einem
deutschen unselektierten Kollektiv, die Einteilung dieser in Mutationen hereditiren und
somatischen Ursprungs, da betroffene tripel-negative Brustkrebspatientinnen mit unklarer
familidrer Belastung dem genetischen Screening und der intensiveren Betreuung zusitzlich
zugefiilhrt werden konnten. Zum anderen sollte ein potentiell groBerer Nutzen
chemotherapeutischer Behandlung bei BRCAI1-Mutationstridgerinnen im Vergleich zum
Wildtyp untersucht werden. Die Relevanz dieser Fragestellung ist vor allem auch vor dem
Hintergrund der bisher schlechten Prognose und moglicher neuer Therapiestrategien zu

bewerten, die auf eine insuffiziente BRCA1-Funktion abzielen.

Die ermittelte Mutationsfrequenz des tripel-negativen Kollektivs dieser Studie liegt bei 10%
und bestdtigt somit vorangegangene Untersuchungen. Es ist anzunehmen, dass drei der
untersuchten Mutationen somatischer Natur sind, da es sich bei zweien um noch nicht
vorbeschriebene Mutationen handelt, von denen eine bei einer Patientin entdeckt wurde, die
erst im Alter von 78 Jahren erkrankte. Zudem konnte durch Testung von Blutzellen eine
weitere somatische Mutation identifiziert werden. Eine positive Familienanamnese wurde
hingegen bei nur zwei Patientinnen erhoben, von denen eine bereits der genetischen Testung
unterzogen worden war. Bei allen anderen Patientinnen blieb die familidre Belastung unklar,
da hierzu keine Angaben bestanden. Es handelte sich jedoch um bekannte, hdufig auftretende

Mutationen und somit am ehesten auch um solche hereditiaren Ursprungs.

Die Tatsache, dass nur zwei Patientinnen aufgrund einer positiven Familienanamnese der
genetischen Testung hétten zugefiihrt werden konnen, bei dreien eine somatische Mutation

anzunehmen war, zu allen anderen Mutionstridgerinnen jedoch keine Informationen zur

120



Zusammenfassung

familidren Belastung vorlagen, muss dazu fiihren, dass die Familienanamnese im klinischen
Alltag in den Fokus der Diagnostik riickt. Zwar ist anzunehmen, dass nur ein kleiner Teil an
somatischen Mutationen in tripel-negativen Kollektiven fiir die Entwicklung des BRCAness
Typs verantwortlich ist und hier vor allem andere Mechanismen, wie epigenetische
Verdnderungen oder genetische Instabilitit eine Rolle spielen, jedoch muss dies auch im
Sinne der individualisierten Medizin dazu fiihren, {iber eine Reevaluation der
Einschlusskriterien zur genetischen Testung nachzudenken. Hilfestellung konnte hierbei die
Beriicksichtigung weiterer klinischer Parameter geben. So lag die Mutationsfrequenz der
unter 50-jahrigen dieser Studie bei 18%. Allerdings traten zwei der vermutlich somatischen
Mutationen in eben diesem Kollektiv auf. Wie viele Patientinnen tatsdchlich zusitzlich

genetisch getestet werden konnten, bleibt jedoch somit fraglich.

Aus der statistischen Auswertung der Ergebnisse dieser Studie geht hervor, dass kein
statitisch signifikanter Uberlebensvorteil sowohl im Gesamt-, als auch im progressionsfreien

Uberleben fiir die Mutationstriigerinnen in unserem Kollektiv besteht.

Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu vorangegangenen Studien, welche zeigen, dass bei
eingeschriankter Fiahigkeit zur DNA-Doppelstrangreparatur, das heiflt bei vorliegender
BRCA1-Insuffizienz, eine grofere Sensibilitéit fiir DNA-schiddigende Substanzen und Vorteile
im Uberleben fiir betroffene Patientinnen bestehen (Kennedy, Quinn et al. 2004, Santana-
Davila and Perez 2010). Dies gilt sowohl fiir klassische Antrazyklin-basierte
Chemotherapieregime als auch fiir platinhaltige Optionen (Carey, Dees et al. 2007) (Byrski,
Gronwald et al. 2010). Dartiber hinaus lieferten erste Studien ausgezeichnete Ergebnisse unter
Einsatz der neuen Substanzgruppe der PARP-Inhibitoren auf Grundlage einer insuffizienten
DNA-Doppelstrangreparatur. Folgestudien hingegen konnten diese Ergebnisse zunédchst nicht
bestitigen. Diese differierenden Resultate spiegeln nicht zuletzt die Heterogenitit der
Phénotypen des tripel-negativen Kollektivs wieder und konnen am ehesten auf eine
unzureichende Klassifikation innerhalb des Kollektivs zuriickgefiihrt werden. Die
Schliisselfrage, wer in der Gruppe der tripel-negativen Patientinnen tatsdchlich vom Einsatz
direkt DNA-schiddigender Substanzen und neuer Therapioptionen (PARP-Inhibitoren bzw.
Platinderivate) profitiert, bleibt zu kldren. Forderungen nach der Erforschung spezifischer
Biomarker werden laut. Denn neben dem Vorliegen von BRCA1-Keimbahnmutationen oder
den selteneren somatischen Mutationen, konnen auch der Verlust der Heterozygotie und
BRCA1-Hypermethylierungen zu einer defizienten homologen Rekombination fiihren. Aber

auch Verdnderungen anderer Gene, die an der BRCAIl-abhidngigen homologen
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Rekombination beteiligt sind, kdnnten zur Ausbildung des BRCA-like/BRCAness Phénotyps

fiihren (Kennedy et al. 2004) und fiir zielgerichtete Therapiestrategien pradestinieren.

Die Analysen von Expressionsmustern konnten dabei Hilfestellung zur Identifizierung des
BRCA1-like TNBC Phénotyps geben. Audeh et al. sehen in einer Funktionstestung der
homologen Rekombination selbst den Schliissel fiir das gezielte Ansprechen auf PARP-
Inhibitoren (Audeh et al. 2010). Zu beachten ist hier auch der von Lips et al. entwickelte
MLPA-Assay, der als Indikator fiir die homologe Rekombination, beziechungsweise fiir die
Identifizierung des ,,BRCA-like*-Typs dient (Lips, Mulder et al. 2011)(Vollebergh et al.
2010). Wie folgende Untersuchungen zeigen konnten eignet sich der molekulare Marker der
BRCAness tatséchlich gut fiir die Vorhersage eines mdglichen Ansprechens auf gezielt DNA-
Doppelstrangreparatur betreffende Therapieoptionen. Zudem konnten im Umkehrschluss®
Non-BRCA-like* tripel-negative Tumore von einer Therapie mit Carboplatin nicht profitieren
(Oonk AM et al. 2012)(Vollebergh et al. MA 2012). Die Entwicklung von validen Modellen
zur Testung des BRCA-like Phénotyps im klinischen Alltag scheint folglich eine wichtige

Herausforderung zu sein.
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7. Kritik an dieser Studie / Ausblick

Die angestellten Untersuchungen nehmen ihren Platz in einer Reihe von Forschungsarbeiten
an tripel-negativen Tumoren ein. Die ermittelte Mutationsfrequenz innerhalb des Kollektivs
entspricht den erwarteten Haufigkeiten. Der Umfang des Patientinnenkollektivs bildet mit
etwa 100 Patientinnen allerdings eine relativ kleine Kohorte, von der wiederum insgesamt nur
79% chemotherapeutisch behandelt wurde. Weiterfilhrende Untersuchungen sollten daher
folgen um die Bedeutung des Zusammenhangs zwischen BRCA1-Funktion und dem tripel-
negativen Phédnotyp zu kldren. Von Interesse ist dabei auch eine Untersuchung der
Familienanamnese, gerade im Hinblick auf das Erkennen von sporadischen und hereditdren
Tumoren. Durch fehlende Informationen zum Stammbaum wurde die Zuordnung in dieser
Studie erschwert. Zudem sollten Uberlegungen beziiglich der Auswahlkriterien an die
Probandinnen angestellt werden. So konnte eine Schichtung nach Alter bei der Interpretation

der Mutationsgenese hilfreich sein.

Als abschlieBende Erkenntnis sei zu erwahnen, dass durch das zunehmende wissenschaftliche
Interesse am tripel-negativen Mammakarzinom Fortschritte zum Verstindnis dieser
Tumorgruppe gemacht werden konnten. Neue Therapieoptionen geben Hoffnung fiir eine
Verbesserung der Prognose der an tripel-negativen Tumoren erkrankten Frauen. Und auch
von der Durchfiihrung genetischer Diagnostik kdnnten bestimmte Patientinnen profitieren. Es
bleibt jedoch der Anspruch, diesen besonderen Brustkrebssubtyp weiter zu erforschen und ein

noch besseres Verstidndnis dessen charakteristischer Eigenschaften zu entwickeln.
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BEZEICHNUNG

PRIMERSEQUENZ FW

PRIMERSEQUNEZ REV

BRCAI LC 2 MI3
BRCAI LC 3 MI3
BRCAI LC_5 MI3
BRCAI LC_6 MI3
BRCAI LC_7 MI3
BRCAI LC 8 MI3
BRCAI LC_9:M13
BRCAI LC_10 MI3

BRCAI LC_11AC_MI
3
BRCAI LC_11C_MI3

BRCAI LC Dl11-
4 MI13

BRCAI LC Dl11-

5 M13

BRCAI LC Dl11-

6 M13

BRCAI LC Dl11-

7 M13

BRCAI LC Dl11-

8 M13

BRCAI LC Dl11-

10 M13
BRCAI LC DI11-

H MI3

BRCAI LC_11IA_MI3

BRCAI LC_11IB_M13

BRCAI LC 11-
13b M13
BRCAI LC 11-
13¢_ M13
BRCAI LC 11-
13e M13
BRCAI LC 11-
13f M13
BRCAI1 LC D11-
14 M13
BRCAI1 LC D11-
15 M13
BRCAI1 LC 11-N_M13

BRCAI LC_12 MI3

TGTAAAACGACGGCCAGTGAAG
TTGTCATTTTATAAACCTT
TGTAAAACGACGGCCAGTTTGA
GGCCTTATGTTGACTCAG
TGTAAAACGACGGCCAGTTTCA
TGGCTATTTGCCTTTTG
TGTAAAACGACGGCCAGTGGTT
TTCTACTGTTGCTGCATCT
TGTAAAACGACGGCCAGTGGGT
TTCTCTTGGTTTCTTTGA
TGTAAAACGACGGCCAGTTTCA
GGAGGAAAAGCACAGAA
TGTAAAACGACGGCCAGTACCC
TTTTAATTAAGAAAACTTTTAT
TGTAAAACGACGGCCAGTTGGT
CAGCTTTCTGTAATCGAA
TGTAAAACGACGGCCAGTGTTG
ATTTCCACCTCCAAGG
TGTAAAACGACGGCCAGTTCAT
GCCAGCTCATTACAGC
TGTAAAACGACGGCCAGTGTGT
GAGAGAAAAGAATGG
TGTAAAACGACGGCCAGTGAAT
CAAATGCCAAAGTAGC
TGTAAAACGACGGCCAGTATTA
TAGGAGCATTTGTTAC
TGTAAAACAGACGGCCAGTCAA
AAGGTGATTCTATTCAG
TGTAAAACGACGGCCAGTCAGG
CATATTCATGCGCTTG
TGTAAAACGACGGCCAGTAGGT
AAAGAACCTGCAAC
TGTAAAACGACGGCCAGTGTGG
AGAAAGGGTTTTGCAA
TGTAAAACGGCCAGTGTATCCA
TTGGGACATGAAG
TGTAAAACGACGGCCAGTCAAG
CCTGTACAGACAGTTA
TGTAAAACGACGGCCAGTGCCA
AATGAGTATCAAAGG
TGTAAAACGACGGCCAGTAAAA
TCTGCTAGAGGAAAAC
TGTAAAACGACGGCCAGTTGAA
GAAGTAGTTCAGACTG
TGTAAAACGACGGCCAGTAGTC
ATGCATCTCAGGTTTG
TGTAAAACGACGGCCAGTCTTT
CACCCATACACATTTG
TGTAAAACGACGGCCAGTGAGT
GTCTGTCTAAGAACAC
TGTAAAACGACGGCCAGTTAAT
ATTGGCAAAGGCATCTCA
TGTAAAACGACGGCCAGTCAGC

CAGGAAACAGCTATGACCTGTGTCT
TTTCTTCCCTAGTATGT
CAGGAAACAGCTATGACCTGAAATG
GAGTTGGATTTTTC
CAGGAAACAGCTATGACCTGATGAA
TGGTTTTATAGGAACG
CAGGAAACAGCTATGACCGAAAGT
AATTGTGCAAACTTCCTG
CAGGAAACAGCTATGACCAGAAGA
AGAAAACAAATGGTTT
CAGGAAACAGCTATGACCCACTTCC
CAAAGCTGCCTAC
CAGGAAACAGCTATGACCAAAGAG
AGAAACATCAATCCT
CAGGAAACAGCTATGACCAAGGTCC
CAAATGGTCTTCA
CAGGAAACAGCTATGACCGTTTGCT
TTTATTACAGAATTCAGCC
CAGGAAACAGCTATGACCTCAGACT
CCCCATCATGTGA
CAGGAAACAGCTATGACCCATCTAC
CTCATTTAGAACG
CAGGAAACAGCTATGACCGGACGCT
CTTGTATTATCTG
CAGGAAACAGCTATGACCTTTTCGA
GTGATTCTATTGG
CAGGAAACAGCTATGACCATTAGGT
GGGCTTAGATTTC
CAGGAAACAGCTATGACCTACTTGT
CTGTTCATTTGGC
CAGGAAACAGCTATGACCATACTGC
TACTCTCTACAGAT
CAGGAAACAGCTATGACCCTTTCTT
CCATTTCTATGCTTGT
CAGGAAACAGCTATGACCGACCAA
CCACAGGAAGCCT
CAGGAAACAGCTATGACCTGATGGG
AAAAAGTGGTGGT
CAGGAAACAGCTATGACCCAGGTG
ACATTGAATGTTCC
CAGGAAACAGCTATGACCCATCACT
GGAACCTATTTC
CAGGAAACAGCTATGACCAAAGGG
CTAGGACTCCTGCT
CAGGAAACAGCTATGACCATAAGTT
CTCTTCTGAGGAC
CAGGAAACAGCTATGACCTGCAGTC
ATTTAAGCTATTC
CAGGAAACAGCTATGACCTATTTGC
AGTCAAGTCTTCC
CAGGAAACAGCTATGACCGCTCCCC
AAAAGCATAAACA
CAGGAAACAGCTATGACCATACATA
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Anhang

BRCAI LC_13 MI3
BRCAI LC_15 MI3

BRCAI LC_16A_MI3
BRCAI LC_16B_MI3

BRCAI LC_17 MI3
BRCAI LC_18 MI3
BRCAI LC_19 MI3
BRCAI LC_20 MI3
BRCAI LC 21 MI3
BRCAI LC_22 MI3
BRCAI LC_ 23 MI3

BRCAI LC_ 24 MI3

AAGTTGCAGCGTT
TGTAAAACGACGGCCAGTAATG
GAAAGCTTCTCAAAGTATT
TGTAAAACGACGGCCAGTCTTT
CACAATTGGTGGCG

TGTAAAAACGACGGCCAGTAAA
GTTGCAGAATCTGCCC
TGTAAAACGACGGCCAGTTGTA
GAACGTGCAGGATTGC
TGTAAAACGACGGCCAGTCTTT
AGCTTCTTAGGACAGCA
TGTAAAACGACGGCCAGTTTGT
GAATCGCTGACCTCTCT
TGTAAAACGACGGCCAGTCTGG
CCTGAATGCCTTAAAT
TGTAAAACGACGGCCAGTAGAT
TTTCCTTCTCTCCATTCC
TGTAAAACGACGGCCAGTTCCC
ATTGAGAGGTCTTGCT
TGTAAAACGACGGCCAGTGATG
AAGTGACAGTTCCAGTG
TGTAAAACGACGGCCAGTCCTA
GTCCAGGAGAATGAATTGA

CTACTGAATGCAAAGGAC
CAGGAAACAGCTATGACCCCTTACT
CTTCAGAAGGAGAT
CAGGAAACAGCTATGACCCCAGAAT
ATCTTTATGTAGGATTCAG

CAGGAAACAGCTATGACCCATAAA
ACTCTTTCCAGAATGTTG
CAGGAAACAGCTATGACCTTTATGC
AGCAGATGCAAGG
CAGGAAACAGCTATGACCAAATGC
AATTCTGAGGTGTTA
CAGGAAACAGCTATGACCGGTGCAT
TGATGGAAGGAAG
CAGGAAACAGCTATGACCCAGAGT
GGTGGGGTGAGATT
CAGGAAACAGCTATGACCCCATCGT
GGGATCTTGCTTA
CAGGAAACAGCTATGACCGAGAAG
ACTTCTGAGGCTAC
CAGGAAACAGCATGACCGGATAAA
CCAAACCCATGC
CAGGAAACAGCTATGACCCTGGAA
AGGCCACTTTGTAA
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