
                 
      

 

 
 

Technische Universität München 
Fakultät für Medizin  

 

 

Validierung neuer Kandidatengene bei familiärem Brustkrebs 

in BRCA1/2-negativen Familien liefert Hinweis auf  

digene Vererbung 
 

 
Janina Viktoria Fritzemeyer 

 
Vollständiger Abdruck der von der Fakultät für Medizin der Technischen      

Universität München zur Erlangung des akademischen Grades einer Doktorin 
der Medizin genehmigten Dissertation. 

 

Vorsitz:                            Prof. Dr. Ernst J. Rummeny  
 

 
Prüfer*innen der Dissertation:     

                                        1. Prof. Dr. Alfons Meindl 
2. Prof. Dr. Marion B. Kiechle 

 
Die Dissertation wurde am 28.01.2021 bei der Technischen Universität      

München eingereicht und durch die Fakultät für Medizin am 14.07.2021              
angenommen.



	

2	
	

Abkürzungsverzeichnis 
A  Adenin 
ACLP  Aortic carboxypeptidase-like protein  

AEBP1 Adipocyte enhancer binding protein 1 
BMI  Body Mass Index  

BRCA 1 Breast Cancer 1 
BRCA 2 Breast Cancer 2 

C  Cytosin 
cDNA   Complementary DNA = komplementäre DNS 

DNA  Deoxyribonucleic acid 
DNS  Desoxyribonukleinsäure 
ddNTP Didesoxyribonukleotid 

dNTP  Desoxyribonukleotid 
DHPLC Denaturierende Hochdruckflüssigkeitschromatographie 

ED  Erstdiagnose 
EGFR  Epidermal growth factor receptor   

ESP  Exome sequencing project 
G  Guanin 

H2O  Wasser  
LOF  Loss of function  

MAPK  Mitogen-activated protein kinase  
mRNA  Messenger RNA  

NF-κB  Nuclear factor kappa B 
NHBLI  National Heart, Blood and Lung Institute 

nsSNP Non synonymous single nucleotide polymorphism 
PCR  Polymerase chain reaction = Polymerasekettenreaktion 

PRS  Polygenic Risk Score  
PTEN  Phosphatase and tensin homolog deleted in chromosome ten 

RNA  Ribonucleic acid 
RNS  Ribonukleinsäure 
SNP  Single nucleotide polymorphism 

T  Thymin 
VUS  Variants of unknown significance 
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1  Einleitung  

1.1  Das Mammakarzinom 
Das Mammakarzinom ist mit rund 70.000 Neuerkrankungen jährlich und einem 
prozentualen Anteil an allen Krebsneuerkrankungen von über 30% die mit Ab-

stand häufigste Krebserkrankung der Frau in Deutschland. Aktuell erkrankt et-
wa eine von acht Frauen im Laufe Ihres Lebens an Brustkrebs, dabei sind fast 

drei von zehn betroffenen Frauen bei Diagnosestellung jünger als 55 Jahre 
(Robert-Koch-Institut, 2015). Für das Mammakarzinom sind zahlreiche Risiko-

faktoren bekannt: So sind eine frühe erste und eine späte letzte Regelblutung, 
Kinderlosigkeit oder ein höheres Alter bei der ersten Geburt mit einem erhöhten 

Brustkrebsrisiko assoziiert, umgekehrt verringern frühe Geburten und Stillzeiten 
das Risiko, an einem Mammakarzinom zu erkranken (McPherson et al., 2000; 

Robert-Koch-Institut, 2015). Eine Hormonersatztherapie in und nach den 
Wechseljahren wird kontrovers diskutiert, es gilt jedoch vor allem die langjähri-
ge Einnahme von Hormonpräparaten und die Kombination von Östrogen und 

Gestagen als Risikofaktor für das Mammakarzinom (Foidart et al., 2007; 
Robert-Koch-Institut, 2015). Dagegen sind Übergewicht, ein erhöhter BMI und 

Bewegungsmangel als Risikofaktoren für Brustkrebs bei postmenopausalen 
Frauen eindeutig belegt (Robert-Koch-Institut, 2015; Swanson et al., 1989; van 

den Brandt et al., 2000). Auch regelmäßiger Alkoholkonsum stellt einen Risiko-
faktor dar (Robert-Koch-Institut, 2015; Smith-Warner et al., 1998). Beispiels-

weise erhöht der Konsum von 10 g Alkohol pro Tag das Brustkrebsrisiko um 
4,2 % (Romieu et al., 2015). Ergebnisse einer neuen prospektiven Kohorten-

studie weisen darauf hin, dass auch die vermehrte Einnahme von rotem, verar-
beitetem Fleisch zu einem erhöhten Risiko für Brustkrebs bei postmenopausa-

len Frauen führt (Inoue-Choi et al., 2016). Daneben haben Frauen mit sehr dich-
tem Brustdrüsengewebe oder bestimmten gutartigen Brustveränderungen ein 

erhöhtes Risiko an einem Mammakarzinom zu erkranken. Eine familiäre Häu-
fung von Brust- oder Eierstockkrebserkrankungen ist ebenfalls ein Risikofaktor 

(Robert-Koch-Institut, 2015), dabei steigt das individuelle Risiko, an einem 
Mammakarzinom zu erkranken proportional mit der Anzahl der betroffenen 
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Familienmitglieder und einem frühen Erkrankungsalter (Economopoulou et al., 

2015).  
 

1.2  Das familiäre Mammakarzinom  
Das Mammakarzinom weist in etwa 20% der Fälle eine genetische Prädisposi-
tion auf, die sowohl mit einem erhöhten Erkrankungsrisiko, als auch mit einem 

durchschnittlich früheren Ersterkrankungsbeginn einhergeht (Meindl et al., 
2013). Dabei unterscheidet man hoch-penetrante von moderat- und niedrig-

penetranten Genmutationen. Die am häufigsten veränderten hoch-penetranten 
Gene BRCA1 und BRCA2 sind bei ca. 20% der familiären und 5% aller 

Mammakarzinome mutiert und stellen Schlüsselgene in der DNS-

Doppelstrangreparatur dar. Als mutierte Allele werden sie über einen monoge-
nen Erbgang an 50% der Nachkommen vererbt (Meindl et al., 2011). Dabei ist 

die Wahrscheinlichkeit für das Vorliegen einer Mutation in einem dieser beiden 
Gene von bestimmten familiären Konstellationen abhängig, wie z.B. der Er-
krankungshäufigkeit, dem Alter bei Ersterkrankung oder den betroffenen Orga-

nen wie Brust und Eierstock (Meindl et al., 2011). Eine Mutation in einem der 
beiden Gene ist mit einem hohen Lebenszeitrisiko von bis zu 60-85% für das 

Mammakarzinom und einem erhöhten Risiko für das Ovarialkarzinom assoziiert 
(Ripperger et al., 2009). Ein weiteres, aber eher moderat penetrantes Gen ist 

RAD51C, das aber bei weniger als 1% der familiären Mammakarzinome verän-

dert ist. Es spielt wie auch BRCA1 und BRCA2 als Tumorsuppressorgen eine 

Rolle bei der DNA-Doppelstrang-Reparatur (Meindl et al., 2010). Als weitere 
moderate Risikogene wurden unter anderem ATM, CHEK2 und BARD1 und 

PALB2 mit jeweils niedriger Heterozygotenfrequenz identifiziert. Eine Mutation 

in diesen Genen erhöht das Brustkrebsrisiko um das 1,5- bis 5-fache (Meindl et 
al., 2011). Unter den Niedrigrisikogenen finden sich z.B. die Gene MAP3K1, 

FGFR2 oder LSP1 mit einer 0,7- bis 1,5-fachen Risikomodifikation (Meindl et 
al., 2011).  

In Hochrisikofamilien mit vielen jung an Brustkrebs erkrankten Frauen können 
jedoch in fast zwei Dritteln der belasteten Familien keine pathogenen Mutatio-

nen in den bekannten hoch- oder moderat penetranten Risikogenen nachge-
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wiesen werden (Meindl et al., 2015). Dieser Anteil noch unbekannter Ursachen 

wird auch als „missing heritability“, also als „Erkenntnislücke erblicher Ursa-
chen“ bezeichnet. Als Grund für diese Lücke wird eine sehr viel größere Anzahl 

an Varianten mit einem kleineren Effekt vermutet, die bisher noch nicht gefun-
den worden sind, sowie seltenere Varianten, die häufig von Gen-typisierenden 

Arrays nicht entdeckt werden, da diese sich auf Varianten konzentrieren, die in 
mindestens 5% der Bevölkerung vorkommen (Manolio et al., 2009). Weitere 

Ursachen liegen darin begründet, dass Gen-Gen-Interaktionen nur schwer zu 
beurteilen sind und dass dem Einfluss gemeinsamer Umweltfaktoren auf Ver-

wandte nur unzureichend Rechnung getragen wird (Manolio et al., 2009). Es 
wird vermutet, dass das übrige familiäre Risiko durch ein Zusammenspiel ver-

schiedener Genvarianten im Sinne eines polygenen oder multifaktoriellen Erb-
gangs bedingt ist (Meindl et al., 2015). Die Kombination einzelner Genvarian-

ten, zusammengefasst in einem sogenannten Polygenic Risk Score (PRS), 
können das Brustkrebsrisiko erheblich erhöhen (Burton et al., 2013), (Hall et al., 

2013). Für das Mammakarzinom sind mittlerweile einige PRS in Studien geprüft 
worden, wobei bei bestimmten Kombinationen das deutlich erhöhte Risiko, an 
Brustkrebs zu erkranken bestätigt wurde (Mavaddat et al., 2019), (Khera et al., 

2018).  
Zusammenfassend ist, wie bei den meisten komplexen Erkrankungen, zu er-

warten, dass das individuelle Risiko, an einem Mammakarzinom zu erkranken, 
nicht von einer einzigen, sondern von einer Interaktion einiger oder sogar vieler 

genetischer Varianten, wie z.B. einem bestimmten Muster an Polymorphismen 
und Umweltfaktoren, wie Hormonen oder körperlichem Training abhängt 

(Ripperger et al., 2009). 
 

1.3  Ermittlung von Kandidatengenen des erblichen Mammakarzi-

noms mittels Exomsequenzierung  
Die Exomsequenzierung stellt eine Möglichkeit dar, der „missing heritability“ 

häufiger vorkommender, genetischer Erkrankungen auf die Spur zu kommen 
(Snape et al., 2012). Hierbei wird fast die gesamte proteinkodierende Region 

des menschlichen Genoms (Exom), bestehend aus ca. 20.000 Genen, auf Vari-
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anten untersucht. Dabei sind zumindest ein paar tausend Gene innerhalb des 

Exoms aufgrund ihrer Rolle bei der Tumorentwicklung, der Zellteilung, der 
Apoptose, der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität oder ihrer Ähn-

lichkeit zu bekannten, krebsassoziierten Genen für weitere Untersuchungen in 
Betracht zu ziehen (Sokolenko et al., 2015). Bei der Exomsequenzierung wer-

den die Exome der Patienten mit einem Referenzexom verglichen und Varian-
ten herausgefiltert, die anschließend zum Beispiel in Segregationsanalysen va-

lidiert werden können. Bei der familienbasierten Exomsequenzierung werden 
die Exome von erkrankten Patienten aus einer Hochrisikofamilie verglichen und 

nach gemeinsamen Varianten gesucht (Ref. Helmholtz Zentrum, München, z.B. 
ALS). Bisherige Studien zu erblichen Formen des Mammakarzinoms basierten 

vor allem auf Stammbaumanalysen, die unter anderem zur Identifikation der 
bekannten hoch-penetranten Gene BRCA1 und BRCA2 führten. Eine andere 

Möglichkeit zur Identifikation neuer Brustkrebsgene stellt die Kandidaten-
genanalyse dar. Sie beinhaltet die Auswahl von Genen, bei denen eine Asso-

ziation zur Krebsentstehung vermutet wird (z. B. rezessiv mutierte Gene bei 
Fanconi-Anämie). Angesichts der Tatsache, dass Kandidatengen-Studien be-

reits einige moderat-penetrante Gene, die eine Prädisposition für das 
Mammakarzinom darstellen, hervorgebracht haben, ist es sehr wahrscheinlich, 

dass weitere Gene dieser Art existieren. Diese sind jedoch weder durch 
Stammbaumanalysen identifizierbar, da das Risiko nicht hoch genug ist, noch 

durch genomweite Assoziationsstudien, da die Mutationen nicht häufig genug 
vorkommen. Durch eine geeignete Exomsequenzierung könnten solche Gene 

jedoch entdeckt werden (Snape et al., 2012). 
 

1.4  Fragestellungen  
Ziel dieser Arbeit war es zunächst, in zwei Hochrisiko-Familien mit Brustkrebs-
erkrankungen in mehreren Generationen ohne Mutationen in den bekannten 

Hochrisikogenen wie BRCA1 oder BRCA2 sogenannte Kandidatengene her-

auszufiltern und zu validieren, die möglicherweise für den Brustkrebs in der 
Familie verantwortlich oder daran beteiligt sein könnten. Dabei schließt diese 
Arbeit an die Experimente von Mike Dufault, einem ehemaligen Biologie-
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Doktoranden aus unserer Gruppe, an. Nach erfolgter Exomsequenzierung 

(Ambry Genetics, USA) wurden von ihm gemeinsame Mutationen bei mehreren 
erkrankten Familienmitgliedern ermittelt („family based approach“). Dabei wur-

den Missense-Mutationen von trunkierenden, wie Splice-, Nonsense- oder 
Frameshift-Mutationen unterschieden. Eine Genliste mit gemeinsamen Mutati-

onen innerhalb einer Familie war die Basis der weiteren Untersuchungen für 
diese Arbeit. In einem ersten Schritt sollte mithilfe von Vorhersageprogrammen 

untersucht werden, ob es sich speziell bei den „Missense“-Mutationen (VUS = 
„variants of unknown significance“) um Sequenzvariationen handelt, die ein in 

seiner Funktion eingeschränktes Genprodukt zur Folge haben oder um solche, 
die die Proteinfunktion nicht beeinflussen.  In Datenbankanalysen sollte in ei-

nem nächsten Schritt die „Mutation-Load“, also die Anzahl der bereits bekann-
ten trunkierenden Mutationen, betrachtet werden, um die Anzahl der Kandida-

tengene weiter zu reduzieren. Hierbei wurden diejenigen Gene von weiteren 
Untersuchungen ausgeschlossen, die eine Anzahl von mehr als fünf trunkie-

renden Mutationen in der Datenbank aufwiesen. Die übrigen Gene wurden im 
Anschluss mittels Segregationsanalysen in den Familienmitgliedern validiert, 
die nicht an der Exomsequenzierung beteiligt waren. Hierbei sollten in der Re-

gel erkrankte Familienmitglieder die Mutation in diesem Gen aufweisen, Ge-
sunde jedoch nicht. In der kleinen Gruppe der nun übrig gebliebenen Gene 

wurde deren biologische Bedeutung in die Entscheidung mit einbezogen, wel-
ches Gen in weiterführenden Kontrollen in einem größeren Patientenkollektiv 

auf trunkierende Mutationen hin untersucht werden sollte. Es wurden in einem 
nächsten Schritt 149 BRCA1/2-negative DNAs aus dem Patientinnen-Pool der 

gynäkologischen Tumorgenetik des Klinikums Rechts der Isar auf trunkierende 

Mutationen im ausgewählten Gen AEBP1 untersucht, das in der Familie 2 eine 

klare Mutation zeigte und (fast) komplett segregierte. Parallel wurden im Rah-
men des PERSPECTIVE-Projektes des Helmholtz Zentrums an weiteren 874 
Patientinnen Exomsequenzierungen vorgenommen und nach Veränderungen in 

diesem Gen gesucht. Im Laufe der vorliegenden Arbeit wurde dabei ein weite-
res Gen identifiziert, das ebenfalls in der Familie 2 mutiert ist. Dieses sollte 

nachträglich in der Familie durch Segregationsanalysen validiert werden 
(ACTL7A).  
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1.5  Das Kandidatengen AEBP1  
Aufgrund seiner biologischen Bedeutung, seines ubiquitären Vorkommens und 

seiner Rolle bei unterschiedlichen Prozessen im menschlichen Körper, wurde 
das Gen AEBP1, das in Familie 2 mutiert war, für weitere Untersuchungen aus-

gewählt. Im Folgenden soll genauer auf seine Expression und Funktion einge-

gangen werden.  
 

1.5.1  Expression in unterschiedlichen Geweben  

Das Gen AEBP1 besteht aus 21 Exons, die über 10.000 Nukleotide umfassen 
(Ro et al., 2001). AEBP1 ist ein multifunktionales Protein und wird ubiquitär ex-

primiert, dabei scheint seine Expression im Fettgewebe, in der Leber, der Lun-

ge, der Milz und im Gehirn am höchsten zu sein (Ro et al., 2001). Im Fettgewe-
be fungiert AEBP1 als Transkriptionsrepressor, der eine entscheidende Rolle 

bei der Differenzierung von Adipozyten spielt: dabei wird AEBP1 hauptsächlich 

in den Präadipozyten stark exprimiert und bleibt es während der ersten Schritte 
der Adipogenese (He et al., 1995; Kim et al., 2001). Während der Differenzie-

rung zu reifen Adipozyten wird die Expression von AEBP1 herunterreguliert und 

ist bei vollständig differenzierten, nicht-proliferativen Adipozyten komplett auf-
gehoben (He et al., 1995; Kim et al., 2001; Ro et al., 2001). Es zeigte sich au-

ßerdem, dass AEBP1 reichlich in Makrophagen (Majdalawieh et al., 2009; 

Majdalawieh et al., 2006; Majdalawieh et al., 2007) und im Stroma der Brust-
drüse weiblicher Mäuse exprimiert wird (Zhang et al., 2011). Während der 
Schwangerschaft und in der Laktationszeit verändern sich die Expressionsrate 

und das Proteinlevel von AEBP1 – sie steigen während der Schwangerschaft 

und am Beginn der Laktation an und nehmen im Laufe der Laktation signifikant 
ab (Zhang et al., 2011).  

Die Abbildung 1 zeigt die Expression von AEBP1 in verschiedenen Gewebety-

pen. Dabei ist ersichtlich, dass AEBP1 vor allem in Adipozyten stark exprimiert 
wird. Die Expression in Makrophagen ist hier nicht dargestellt (University of 

California Santa Cruz). 
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Abbildung 1: Expression von AEBP1 in unterschiedlichen Geweben 

 

1.5.2  Funktion des Proteins AEBP1 

1.5.2.1  Die Funktion von AEBP1 bei der Brustdrüsenentwicklung 

AEBP1 wird im Interstitium des Brustdrüsengewebes exprimiert und spielt eine 
entscheidende Rolle bei der Brustdrüsenentwicklung (Zhang et al., 2011). In 

Mausstudien konnte gezeigt werden, dass die Expression von AEBP1 unent-

behrlich ist für die Aufrechterhaltung der normalen Brustdrüsenarchitektur und 
-funktion: Weibliche homozygote AEBP1-/- - Mäuse wiesen eine Akkumulation 

von Milchproteinen in der Brustdrüse und eine Erweiterung des Alveolarlumens 

Rot: hohe Expression  
Grün: niedrige Expression  
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mit großen zytoplasmatischen Fetttröpfchen in den Epithelzellen auf, was für 

eine fehlerhafte Aktivierung der Milchsekretion nach der Geburt ihrer Jungen 
spricht (Zhang et al., 2011). 

 

1.5.2.2  Die Rolle von AEBP1 bei der Kommunikation zwischen                   

Brustdrüsenepithel und Interstitium 
Die Brustdrüse besteht neben den Epithelzellen aus den Zellen des Interstiti-

ums, die durch die extrazelluläre Matrix miteinander kommunizieren (Wiseman 
et al., 2002). Dabei scheint AEBP1, das im Interstitium, nicht jedoch in den 

Epithelzellen exprimiert wird, ein unverzichtbarer Mediator der Kommunikation 

zwischen Brustdrüsenstroma und Epithelzellen bei der Entwicklung der Brust-
drüse zu sein, indem es zum Beispiel die funktionelle Differenzierung und die 

Involution des Brustdrüsenepithels steuert (Zhang et al., 2011). Eine Unterbre-
chung der Kommunikation zwischen Stroma und Epithel im Allgemeinen kann 
eine unkontrollierte Proliferation der Brustdrüsenepithelzellen bewirken und so 

die Tumorgenese von Mammatumoren fördern (Karim et al., 2009; Wiseman et 
al., 2002). Darüber hinaus spielen die exakte Zusammensetzung der extrazellu-

lären Matrix und die Beschaffenheit der Mikroumgebung eine kritische Rolle 
bei der Morphogenese, der Homöostase und einer möglichen malignen Entar-

tung der Brustdrüse (Haslam et al., 2003; Howlett et al., 1993; Kass et al., 
2007; Shekhar et al., 2003). 

 

1.5.2.3  AEBP1 als Regulator der Brustdrüseninvolution  

Die meisten Organe der Wirbeltiere werden während der Embryogenese gebil-
det und behalten ihre Grundstruktur zeitlebens, im Unterschied zum Brustge-

webe, das über die gesamte Lebenszeit einer fortpflanzungsaktiven Frau konti-
nuierlich strukturellen Veränderungen ausgesetzt ist (Wiseman et al., 2002). Die 

Entwicklung der Brustdrüse ist erst vollständig, wenn es zu einer Schwanger-
schaft und Laktation kommt (Wiseman et al., 2002). Dabei induzieren reproduk-

tive Hormone die Expansion und endgültige Differenzierung des Brustdrü-
senepithels zu sekretorischen, milchproduzierenden lobulären Alveoli und die 

großen Fettzellen entdifferenzieren sich zu kleinen Präadipozyten 
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(Hennighausen et al., 2001). Wenn die Jungtiere von Mäusen nicht länger an 

der Brustdrüse nuckeln, stirbt das sekretorische Epithel der Brustdrüse durch 
Apoptose ab, die Fettzellen differenzieren sich erneut und die Brustdrüse bildet 

sich zurück, bis sie der einer Nullipara-Maus gleicht. Dieser Prozess wird Invo-
lution genannt (Alexander et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass AEBP1 

eine entscheidende Rolle bei der Regulation des apoptotischen Signals bei der 

Rückbildung der weiblichen Brust nach der Schwangerschaft spielt: Dabei 
sprechen erhöhte Konzentrationen von p-STAT3, C/EBPδ und c-Caspase 3, 

allesamt Marker für die Rückbildung der Brustdrüse (Chapman et al., 1999; 
Green et al., 2004; Hutt et al., 2000), in den Epithelzellen sowie der Abbau von 

Epithelzellen durch Apoptose während der Schwangerschaft für eine vorzeitige 
Involution der Brustdrüse bei AEBP1-/- - Mäusen (Zhang et al., 2011).  

 

1.5.2.4  Wechselwirkung mit anderen Proteinen 
Um die Rolle von AEBP1 bei der Tumorgenese durch Zellproliferation, Zell-

wachstum und -überleben zu klären, identifizierten Ladha et al. mittels Tran-
skriptom-Profiling die genomischen Ziele von AEBP1, nachdem in einer voran-

gegangenen Studie eine Überexpression von AEBP1 in Zellen des primären 

Glioblastoms gefunden wurde (Reddy et al., 2008). In Zellen, in denen AEBP1 

gezielt herunterreguliert war, zeigte sich eine veränderte Expression von 734 
Genen, von denen 408 Gene herunter- und 326 Gene heraufreguliert waren, 

darunter solche, die an Zellproliferation, Zellzyklus, Zelldifferenzierung und 
Apoptose beteiligt waren (Ladha et al., 2012). Zu den am stärksten veränder-

ten, vermehrt exprimierten Genen gehören EGFR und PDGFB, beides Gene, 
die durch die Fehlregulation von Wachstumsfaktor-Signalwegen an der Prolife-

ration von Krebszellen beteiligt sind (Ladha et al., 2012). Eine verstärkte Akti-
vierung von EGFR, einer Wachstumsfaktor-Tyrosinkinase, vermittelt vor allem 

durch eine veränderte Genamplifikation und durch autokrine Stimulation, stellt 

einen entscheidenden Faktor bei der Tumorentstehung und der Aggressivität 
im Wachstumsverhalten von Tumorzellen dar (Salomon et al., 1995). In Studien 

konnte außerdem eine Assoziation zwischen verstärkter EGFR-Expression und 

verminderter Differenzierung von Brustkrebszellen gezeigt werden (Nicholson 
et al., 2001). PDGFB wiederum ist das mitogene Polypeptid des dimeren 
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Wachstumsfaktors PDGF (Nister et al., 1988). Ein erhöhtes Proteinlevel von 

PDGF konnte im Plasma von Brustkrebspatientinnen mit fortgeschrittenem 

Mammakarzinom und ausgedehnter Metastasierung nachgewiesen werden 

(Ariad et al., 1991). Außerdem hochreguliert waren die Gene CDK6, das eine 
Schlüsselrolle bei der Zellteilung einnimmt, indem es Zellen in die Synthese-

phase des Zellzyklus überführt (Sherr et al., 2016), sowie das Gen MDM2, das 

als onkogenes Protein einen bedeutenden Regulator der p53-assoziierten Tu-

morsuppression darstellt, indem es die Funktion von p53 zu blockieren scheint 
(Shen et al., 2011). Weitere hochregulierte Gene waren ITGB1 und FZD8, die 

am Differenzierungsprozess und der Krebsentstehung beteiligt sind (Ladha et 

al., 2012). 
 

1.5.2.5  AEBP1 und PTEN  
AEBP1 interagiert mit dem Tumorsuppressor PTEN (Gorbenko et al., 2004). Es 

zeigte sich, dass ein erhöhtes Proteinlevel von AEBP1 negativ mit der Aktivität 

von PTEN korreliert (Zhang et al., 2005). PTEN wiederum antagonisiert die Ak-

tivität von PI3K, der growth-factor-stimulated phosphatidylinositol 3-kinase, die 

viele nachgeschaltete Prozesse in der Zelle kontrolliert, wie Zellwachstum, 
Apoptose und Zellbeweglichkeit (Yamada et al., 2001). PTEN spielt eine wichti-

ge Rolle bei der Kontrolle von Proliferation, Differenzierung und Apoptose von 
Epithelzellen der Mamma: Zellen, in denen die Expression von PTEN ausge-

schaltet war, erwiesen sich als dysreguliert und hyperproliferativ (Li et al., 

2002). Dagegen wiesen Epithelzellen, die PTEN überexprimierten eine verrin-

gerte Proliferation und eine erhöhte Apoptoserate auf (Dupont et al., 2002).  
 

1.5.2.6  AEBP1 als kritischer Faktor bei der Entstehung des Mammakarzinoms 
Holloway et al. bestätigten, dass eine gezielte Überexpression von AEBP1 in 

Makrophagen und Adipozyten im Stroma des Brustgewebes durch eine fol-
gende erhöhte Expression von TNFα unter anderem zu einer verstärkten NF-kB 

Aktivität in der Brustdrüse führt, die wiederum eine Hyperplasie des Drü-

senepithels zur Folge hat (Holloway et al., 2012). Auch Barham et al. zeigten, 
dass schon eine kurzzeitige NF-kB Aktivierung zu tiefgreifenden Umbaupro-
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zessen, wie hyperproliferativen, vergrößerten Milchgängen im Brustgewebe 

führt (Barham et al., 2015). Des Weiteren konnte in dieser Studie gezeigt wer-
den, dass das Onkoprotein Mucin1, das beim DCIS von Mensch und Maus 

verstärkt exprimiert wird (Mommers et al., 1999) im aktivierten Milch-

gangsepithel überexprimiert war (Barham et al., 2015). Diese Ergebnisse wei-
sen darauf hin, dass eine Aktivierung von NF-kB im Brustepithel zu molekula-

ren und morphologischen Veränderungen führen kann, die mit den frühesten 
Stadien des Mammakarzinoms vereinbar sind (Barham et al., 2015). Da also 

eine Überexpression von AEBP1 zu einer verstärkten Expression von TNFα und 

einer erhöhten Aktivität von NF-kB führt und diese wiederum bei der Tumo-

rentwicklung und Metastasierung eine Rolle spielen, (Baud et al., 2001, 2009; 
Karin, 2006; Soria et al., 2011) ist es wahrscheinlich, dass auch AEBP1 einen 

kritischen Faktor bei der Entstehung des Mammakarzinoms darstellt (Holloway 
et al., 2012). Interessanterweise ist AEBP1, das normalerweise nicht im Brust-

drüsenepithel, sondern nur im Interstitium exprimiert wird (Zhang et al., 2011), 

im hyperplastischen Epithel von Mäusen, in deren Makrophagen und Adipozy-
ten AEBP1 im Stroma der Brust gezielt überexprimiert war, stark nachweisbar 

(Holloway et al., 2012). 
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2  Material und Methoden 

2.1  Auswahl der Hochrisikofamilien und familienbasierte Exom-

sequenzierung  
Aus 25 Hochrisikofamilien, die im Zentrum für familiären Brust – und Eierstock-

krebs am Zentrum München betreut und untersucht, und bei denen eine 
Exomsequenzierung bei Ambry Genetics, CA, USA, durchgeführt wurde, sind 

zwei Familien zur Validierung bestimmter Kandidatengene ausgewählt worden. 
In diesen Familien bestand aufgrund von Brustkrebskrebserkrankungen in 

mehreren Generationen der Verdacht auf ein erbliches Mammakarzinom, je-
doch konnte in der molekulargenetischen Diagnostik keine Mutation in den 
Hochrisikogenen BRCA1 und BRCA2 oder den moderat-penetranten Genen 

nachgewiesen werden, so dass sie sich für weitere genetische Untersuchun-

gen eigneten. Basis der vorliegenden Arbeit waren die mithilfe der Exomse-
quenzierung ermittelten gemeinsamen genetischen Varianten in einer Familie.  

 

2.2  Stammbäume der Familien  
Die Stammbäume der ausgewählten Hochrisikofamilien, die von Mitarbeiterin-

nen der Abteilung für gynäkologische Tumorgenetik im Klinikum rechts der Isar 
mit dem Programm Cyrillic erstellt wurden, finden sich im Anhang.  

 

2.3  In Silico Analysen 
Es handelt sich hierbei um Analysen, die am Computer durchgeführt wurden, 

wie z. B. die Anwendung von Vorhersageprogrammen und Datenbankabfragen. 
 

2.3.1  Datenbankanalysen  
Bereits bekannte Varianten werden im Exome Variant Server des NHBLI Grand 
Opportunity Exome Sequencing Projects erfasst und können über den Data 

Browser auf der Webseite des Instituts abgefragt werden (National Heart Blood 
and Lung Institute). Dazu wurde der Name des zu analysierenden Gens in die 

Suchmaske des Data Browsers eingegeben, und es konnte festgelegt werden, 
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ob alle bekannten Sequenzvarianten des Gens oder diese populationsspezi-

fisch (European American oder African American) angezeigt werden sollen. Es 
wurde unterschieden zwischen trunkierenden Mutationen, wie Splice-, Non-

sense- oder Frameshift-Mutationen, deren Folge gar kein oder ein funktionslo-
ses Genprodukt ist, Missense-Mutationen, die den Austausch einer Aminosäu-

re zur Folge haben und stillen Mutationen, die aufgrund der Redundanz des 
genetischen Codes, also der Codierung einer Aminosäure durch mehrere Co-

dons, das Genprodukt nicht verändern. Hier wurden ausschließlich die trunkie-
renden Mutationen in der europäisch-amerikanischen Bevölkerungsgruppe in 

Betracht gezogen, wie sie zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit in der 
Datenbank beschrieben waren. 

 

2.3.2  Vorhersageprogramme  
Mittels webbasierter Vorhersageprogramme wie SIFT (J. Craig Venter Institute), 

PolyPhen-2 (Brigham and Women's Hospital) oder MutationTaster2 (Charité 
Universitätsmedizin Berlin), die online frei abrufbar sind, lässt sich die Auswir-

kung eines Aminosäureaustausches in einer Proteinsequenz auf die Protein-
funktion beurteilen. Eine Mutation, die einen einzigen Aminosäureaustausch in 

der Proteinsequenz bedingt, wird nsSNP (non-synonymus single nucleotide 
polymorphism) oder auch Missense-Mutation genannt und kann die Protein-

funktion beeinflussen und somit den Phänotyp verändern (Kumar et al., 2009). 
Mit den Programmen kann durch den Vergleich des Wildtyp-Allels mit dem mu-

tierten Allel eine schädigende Auswirkung der Missense-Mutation vorhergesagt 
werden (Adzhubei et al., 2010). Mit dem MutationTaster können dabei nicht nur 
der Austausch einer Aminosäure, sondern auch synonyme Veränderungen der 

DNS-Sequenz und kurze Insertionen und Deletionen beurteilt werden (Schwarz 
et al., 2014). 
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2.4  Chemikalien 
In der folgenden Tabelle findet sich eine Übersicht über die Zusammensetzung 
einiger wichtiger Chemikalien. Die Anwendung dieser und weiterer verwendeter 

Materialien werden im Rahmen der einzelnen Analysemethoden beschrieben.  
 

1xTE 10 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan-HCl,  
1 mM EDTA 

1xTBE 89 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Hcl,  
Borsäure, 2 mM EDTA 

Auftragspuffer 2 g Ficoll® PM400, 10 ml TE, 1 μl OrangeG,  
1 μl NaBromphenolblau, 1 μl Xylencyanol  

Agarosegel 1,5 % 1,5 g Agarose, 100 ml TBE, 2 μl Ethidiumbromid 
Tabelle 1: Verwendete Chemikalien. 

 

2.5  Analysemethoden 

2.5.1 Extraktion / Konzentrationsbestimmung genomischer DNS 
Die Extraktion genomischer DNS sowie Konzentrationsbestimmungen der DNS 
wurden entsprechend der Standardmethode durchgeführt.  
 

2.5.2  Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die PCR wurde entsprechend der Standardmethode durchgeführt.  
 

2.5.2.1 Primerdesign 
Mithilfe des USCS Genome Browser (University of California Santa Cruz) wurde 
die zu amplifizierende DNS-Sequenz ausgewählt und die entsprechenden Pri-

mer bestimmt. Diese wurden bei Metabion® International AG bestellt.  
Eine Liste der Primer, die für die PCR und die Sequenzierung der Gene aus 

Familie 2 und Familie 19 verwendet wurden, findet sich im Anhang.  
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2.5.2.2 Verwendete Materialien  
Es wurden entsprechend der PCR-Standardmethode folgende Materialien ver-
wendet: 

 

H2O 38 μl 

Puffer 5 μl 

dNTP 4 μl 

F-Primer 1 μl 

R-Primer 1 μl 

Polymerase 0,2 μl 

DNS 2 μl 
Tabelle 2: Reaktionsansatz zur Durchführung einer PCR. 

 

2.5.3  Thermocycling 
Das Thermocycling wurde nach der Standardmethode analog Tabelle 3 durch-
geführt.  

 

Arbeitsschritt Temperatur Dauer Zyklen 
Anfangsdenaturierung 95 °C 10 min 1 
Cycle-Denaturierung 95 °C 30 s  

14 
 

Annealing 68 °C (-1 °C pro Zyklus) 30 s 
Polymerisation 72 °C 45 s 
Cycle-Denaturierung 95 °C 30 s  

35 
 

Annealing 52 °C 30 s 
Polymerisation 72 °C 45 s 
Abschließende Polymerisation 72 °C 10 min 1 
Abkühlen 12 °C 15 min 1 

Tabelle 3: Ablauf des Thermocyclings im TOUCHDOWN-Programm. 

 

2.5.3.1 Verwendete Materialien  
Es wurde das Sequenzierkit BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit 

verwendet.  
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2.5.3.2  Reaktionsansatz  
Der Ansatz wurde so wie vom Hersteller des Kits empfohlen hergestellt. Die 
angegebenen Volumina des Reaktionsansatzes beziehen sich auf eine Probe 

mit einem Endvolumen von ca. 10 μl. 
 

H2O 4 μl 
PCR-Produkt 4 μl 
BigDye® 1,7 μl 
Primer 0,5 μl 

Tabelle 4: Reaktionsansatz für die Sequenzierung nach Sanger. 

 

2.5.3.3  Programm  
Die Reaktionsgefäße wurden zur Durchführung der Sequenzierung in den 

Thermocycler gestellt. Hier wurde folgendes Programm eingegeben: 
 

Arbeitsschritt Temperatur  Dauer Zyklen 
Denaturierung  94 °C 30 s  

28 
 

Annealing 52 °C 15 s 
Polymerisation 60 °C 4 min 
Abkühlen 12 °C 15 min 1 

Tabelle 5: Ablauf des Thermocyclings bei der Sequenzierung nach Sanger. 

 

2.5.4 Real-time quantitative PCR und High Resolution Melting  
Die Real-time-PCR basiert auf dem Prinzip der konventionellen PCR. Hier kann 
jedoch die Produktmenge nach jedem Synthesezyklus quantifiziert und so in 

Echtzeit erfasst werden (Munk, 2010). Um die PCR-Produkte während der Re-
aktion zu markieren, wurde hier der DNS-bindende Fluoreszenzfarbstoff SYBR 

Green I Master verwendet. Es handelt sich dabei um Farbstoffmoleküle, die 
sich mit hoher Spezifität in die kleine Furche doppelsträngiger DNS einlagern. 

Die Fluoreszenz wurde in jedem einzelnen Reaktionszyklus gemessen, dabei 
war die Fluoreszenzintensität in jedem Zyklus direkt proportional zur Menge an 

gebildetem PCR-Produkt, was den Rückschluss auf die Menge an eingesetzter 
Zielnukleinsäure erlaubte (Jansohn et al., 2012). 
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Um in einem weiteren Schritt Sequenzvarianten in der amplifizierten DNS zu 

ermitteln, wurde anschließend eine High Resolution Melting Analyse durchge-
führt, bei der durch Erhöhung der Schmelztemperatur die doppelsträngige DNS 

denaturiert und dabei Fluoreszenzänderungen gemessen werden. Durch die 
unterschiedlich ausfallenden Schmelzkurven bei Wildtypen und heterozygoten 

Proben können diese einfach unterschieden werden (Er et al., 2012). 
 

2.5.4.1  Primerdesign 
Wie bei der konventionellen PCR, wurde auch hier die zu amplifizierende DNS-
Sequenz mithilfe des UCSC Genome Browsers (University of California Santa 

Cruz) ausgewählt, die entsprechenden Primer bestimmt und bei Metabion® 

International AG bestellt.  

 

2.5.4.2  Verwendete Materialien  
Das Reaktionskit LightCycler® 480 High Resolution Melting Master der Firma 

Roche (Version 06), zum einen bestehend aus dem Master Mix mit FastStart 
Taq DNS Polymerase, Reaktionspuffer, dNTP Mix und High Resolution Melting 

Dye, zum anderen aus MgCl2 und H2O (PCR-Grad), wurde verwendet. Die Real-
Time PCR und das High Resolution Melting wurde in einem LightCycler® 480 

System, bestehend aus dem LightCycler® 480 Gerät und der LightCycler® 
480 Software 1.5 der Firma Roche, durchgeführt und auf dem Computer aus-

gewertet.   
 

2.5.4.3  Reaktionsansatz  
Die Reagenzien wurden in eine LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 der Firma 
Roche pipettiert. Die hier angegebenen Volumina entsprechen einer Probe mit 

einem Endvolumen von etwa 20 μl. Zusätzlich wurde bei jeder PCR eine Nega-
tivkontrolle durchgeführt. 
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H2O 5 μl 
Master Mix 10 μl 
MgCl2 3,2 μl 
F-Primer 0,5 μl 
R-Primer 0,5 μl 
DNS 1 μl 

Tabelle 6: Reaktionsansatz für eine Real-time quantitative PCR. 

 

2.5.4.4  Programm 
Die Multiwell-Platten mit den Proben wurden in einen LightCycler® 480 ge-

stellt, anschließend wurde auf dem mit ihm verbundenen Computer das unten-
stehende Programm ausgewählt. Es wurde ein neues Experiment erstellt und 

die Proben mithilfe des Sample Editors und Subset Editors genau bezeichnet. 
Anschließend wurde der Lauf gestartet.  

 

Program name Tm Time Cycles 
Pre-incubation  95 °C 10m 1 

Amplification 
95 °C  
60 °C  
72 °C 

10s 
15s 
20s  

45 

High resolution melting 

95 °C 
40 °C 
65 °C 
95 °C 

1m 
1m 
1s 
25 acquisitions per °C 

1 

Cooling  40 °C 30s 1 
Tabelle 7: Ablauf der Real-time PCR und des High Resolution Melting im LightCycler®. 

 

2.5.4.5  Auswertung 
Nach Beendigung des Laufs wurde das Experiment in der LightCycler® 480 

Software 1.5 am Computer geöffnet und mit der Funktion Analysis und Gene 
Scanning ausgewertet.  
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2.5.5  Denaturierende Hochdruckflüssigkeitschromatographie (DHPLC) 
Die DHPLC ist ein Verfahren, das auf das Vorliegen einer Sequenzvariation in 
einem DNS-Fragment hinweist. Dafür ist die Ausbildung einer Heteroduplex 

notwendig. Dies ist der Fall, wenn ein DNS-Fragment, das Polymorphismen 
oder Mutationen enthält, mit Wildtyp-DNS hybridisiert wird. 

Bei der DHPLC werden die zuvor in einer konventionellen PCR amplifizierten 
DNS-Fragmente unter Druck unter denaturierenden Bedingungen in eine Säule 

injiziert, die aus einer neutralen Polymermatrix besteht. Die DNS bindet über 
ein Brückenmolekül an das Säulenmaterial. Anschließend erfolgt die Elution, 

bei der die Säule mit einem Acetonitril-Gradienten, einem Lösungsmittel, bei 
einer bestimmten Temperatur gespült wird (Murken, 2006). Aufgrund ihrer fal-

schen Basenpaarung denaturieren Heteroduplexe schneller als Homoduplexe 
und binden weniger stark an die Säule. Deswegen eluieren Heteroduplexe in 

einem Acetonitril-Gradienten früher als Homoduplexe und weisen eine kürzere 
Retentionszeit an der Säule auf. Im Chromatogramm deutet also ein zusätzli-

cher Peak mit kürzerer Retentionszeit auf eine falsche Basenpaarung, wie sie 
bei einer Mutation vorliegt, hin (Transgenomic®, 2009). 
 

2.5.5.1  Primerdesign 
Mithilfe des UCSC Genome Browsers (University of California Santa Cruz) 

wurde die zu amplifizierende Sequenz ausgewählt und die passenden Primer 
bestimmt. Diese wurden bei Metabion® International AG bestellt. 

 

2.5.5.2  Verwendete Materialien 
Die PCR wurde in Thermocyclern der Marke Bio-Rad® MJ Research DNA En-

gine PTC-200 durchgeführt, die Reagenzien wurden in Platten der Firma 
Costar® Thermowell™ 96 Well Platte Model (P), Polycarbonate pipettiert und 

mit einer Thermo Scientific Nunc® Folie (Cat. No. 236366) verschlossen.  
Das Polymeraseset AmpliTaq Gold®, bestehend aus Polymerase und 10 X 

PCR Buffer, sowie die Desoxyribonukleotide von Applied BiosystemsÔ wurden 

verwendet.  
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Die DHPLC wurde in einem WAVE® Nucleic Acid Fragment Analysis System 

4500 der Firma Transgenomic mit der Software Transgenomic navigator soft-
ware 3.1 durchgeführt. Es wurden die Puffer Transgenomic® WAVE opti-

mized®  Buffer A und B, Wave optimized® Solution D verwendet.  
 

2.5.5.3  Reaktionsansatz 
Die Reaktionsansätze für die PCR wurden in eine 96 Well Platte pipettiert. Die 
Mischverhältnisse sind Tabelle 8 zu entnehmen. Dabei beziehen sich die ange-

gebenen Volumina auf eine Probe mit einem Endvolumen von etwa 33 μl, zu-
sätzlich wurde bei jedem Thermocycling eine Negativkontrolle durchgeführt.  

 

H2O 25 μl 
Puffer 3,3 μl 
dNTP 2,6 μl 
F-Primer 0,6 μl 
R-Primer 0,6 μl 
Polymerase 0,1 μl 
DNS 1,5 μl 

Tabelle 8: Reaktionsansatz für eine PCR in einer 96 Well Platte. 

 

2.5.5.4  Thermocycling  
Für eine konventionelle PCR wurde im Thermocycler das Programm GOLD 
ausgewählt und die entsprechende Hybridisierungstemperatur, welche je nach 

Primer unterschiedlich hoch ausfiel, eingegeben.  
 

2.5.5.5  DHPLC  
Das DHPLC-Gerät besteht im Wesentlichen aus einem Autosampler im 2x96-
well-Plattenformat, einem Ofen, einer Chromatographie-Säule und einem UV-

Detektor. Die Platte mit den PCR-Produkten wurde in den Autosampler des 
WAVE-Systems gestellt. Anschließend wurde mit der Navigator™ Software die 

fragmentspezifische Methode erstellt, nach deren Vorgaben die DHPLC ablau-
fen sollte. Dazu musste die passende Temperatur anhand der zu analysieren-
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den Sequenz bestimmt werden. Durch den unterschiedlichen Basengehalt je-

der Sequenz fiel die optimale Temperatur unterschiedlich hoch aus und lag 

zwischen 63 und 66 °C. Anschließend wurde die DHPLC als eine im Labor 

etablierte Methode standardmäßig durchgeführt.  
 

2.5.5.6  Auswertung  
Die Ergebnisse der DHPLC wurden mit der Navigator™ Software ausgewertet. 

Wurde mehr als eine Temperatur für ein DNS-Fragment verwendet, wurden die 
Ergebnisse nacheinander ausgewertet.  
 

2.6  RNA-Isolierung 
Um festzustellen, ob ein Gen in einem bestimmten Gewebe exprimiert wird, 
kann RNA aus den Zellen dieses Gewebes isoliert und anschließend in cDNA 

umgewandelt werden. Mit spezifischen Primern des zu untersuchenden Gens 
und der gewonnenen DNS kann in einer PCR festgestellt werden, ob sich DNS-

Fragmente anreichern, das Gen also in dem Gewebe exprimiert wird oder 
nicht. Die Erfolgskontrolle der PCR erfolgt hierbei mit einer Gelelektrophorese, 

wie sie oben beschrieben wurde.  
 

2.6.1  Verwendete Materialien 
Bei dem zu untersuchenden Gewebe handelte es sich um tiefgefrorenes, be-
nignes Brustdrüsengewebe aus dem Bestand der Forschungsgruppe der gy-

näkologischen Tumorgenetik am Klinikum Rechts der Isar. Die Extraktion der 
RNA aus diesem Gewebe erfolgte mithilfe des RNeasy Lipid Tissue Mini Kit 

2003 der Firma QIAGEN nach Anleitung des Herstellers. Das gewonnene RNA-
Template wurde mit dem First Strand cDNA Synthesis Kit der Firma Amersham 

Biosciences in cDNA umgewandelt. Anschließend wurde die gewonnene cDNA 
mittels Touchdown-PCR in einem Thermocycler der Marke Bio-Rad® MJ Re-

search DNA Engine PTC-200 amplifiziert. Für diese wurde neben der gewon-
nenen cDNA und den Primern des zu untersuchenden Genabschnitts die Fast-

Start™ Taq DNA Polymerase, der Reaktionspuffer PCR buffer with MgCl2 (10 x 
conc.) und der PCR Grade Nucleotide Mix mit dATP, dGTP, dTTP und dCTP 
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der Firma Roche benutzt. Zur Erfolgskontrolle wurde anschließend eine Gel-

elektrophorese durchgeführt und daraufhin das Gel unter einer UV-Lampe UV-
Solo Biometra® bei einer Wellenlänge von 280 nm betrachtet.  
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3  Ergebnisse 

3.1  Validierung von Kandidatengenen in 2 Hochrisiko-Familien 

3.1.1  Ergebnisse der Validierung aus Familie 2   
Um in der ersten untersuchten Familie (Familie 2) die sogenannten Kandida-
tengene herauszufiltern, wurden die durch die Exomsequenzierung (Ambry Ge-

netics, USA) ermittelten, gemeinsamen Mutationen bei mehreren erkrankten 
Familienmitgliedern weiter validiert.  
 

3.1.1.1  Ergebnisse der Vorhersageprogramme in Familie 2 
Zunächst wurde mithilfe von Vorhersageprogrammen untersucht, ob es sich 

bei den in der Familie gefundenen „Missense“-Mutationen um Sequenzvariati-
onen handelt, die ein in seiner Funktion eingeschränktes Genprodukt zur Folge 

haben oder um solche, die die Proteinfunktion nicht beeinflussen. 
In der folgenden Tabellen finden sich die Ergebnisse der Vorhersageprogram-

me PolyPhen-2, SIFT und MutationTaster für die „Missense“-Mutationen die in 
Familie 2 bei den erstgradig verwandten Erkrankten gefunden wurden:  

Gen Mutation Protein ID PolyPhen-2 SIFT MutationTaster 

ACSM3 P431L Q53FZ2-2 benigne 0,000 affect protein function 0,0 Polymorphismus 0,999 

ADAM21 I161V Q9UKJ8  benigne 0,002 tolerated 0,47 Polymorphismus 0,999 

ADAMTS3 S204A O15072 benigne 0,002 tolerated 0,22 disease causing 0,999 

AHR F550S P35869 possibly damaging 0,742 tolerated 0,32 disease causing 0,984 

ANO1 C706Y Q5XXA6 benigne 0,000 tolerated 0,25 Polymorphismus 0,999 

ANO9 M478I A1A5B4 probably damaging 1,0 affect protein function 0,03 disease causing 0,999 

APLNR L160V P35414  probably damaging 1,0 tolerated 0,63 disease causing 0,999 

APLNR T150M P35414  probably damaging 0,989 tolerated 0,47 disease causing 0,878 

CARD9 R315L Q9H257-2 possibly damaging 0,493 tolerated 0,49 disease causing 0,784 

CD300C R118Q Q08708 benigne 0,032 tolerated 0,36 Polymorphismus 0,999 

DEFB136 G21C Q30KP8 benigne 0,023 tolerated 0,15 Polymorphismus 0,999 

DNAJC3 K456R Q13217 benigne 0,023 tolerated 0,66 Polymorphismus 0,955 

FAM122C C147R Q6P4D5 benigne 0,006 tolerated 0,11 Polymorphismus 0,999 

GBF1 P796L Q92538 probably damaging 1,0 affect protein function 0,0 disease causing 0,999 

KCNJ5 M210I P48544 benigne 0,000 tolerated 0,37 disease causing 0,829 

LATS1 I131V O95835-2 benigne 0,112 tolerated 0,66 Polymorphismus 0,660 

MKLN1 I189T Q9UL63 benigne 0,034 affect protein function 0,0 disease causing 0,983 

OFD1 T990R O75665 probably damaging 0,996 tolerated 0,48 Polymorphismus 0,999 

PASK G881E Q96RG2-2 probably damaging 0,873 tolerated 1,0 Polymorphismus 0,999 

PDCD11 R1610L Q14690 probably damaging 1,0 affect protein function 0,0 disease causing 0,999 
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Tabelle 9: Ergebnisse der Vorhersageprogramme in Familie 2. 

 
Einschätzung:  

Bei insgesamt 8 untersuchten Genen stimmten alle drei Vorhersageprogramme 
überein, dass diese Varianten die Proteinfunktion wahrscheinlich oder sicher 

beeinflussen: ANO9, GBF1, PDCD11, SLC35G1, SLC9A7, SRSF12, SYTL4 und 
UBN1. Diese 8 Gene mit „Missense“-Mutationen (VUS) sowie die 4 Gene der 

Familie, bei denen eine trunkierende Mutation gefunden wurde, wurden in ei-

nem nächsten Schritt mittels Datenbankanalysen weiter validiert.  
 

In Tabelle 10 sind die trunkierenden Mutationen aus Familie 2, die per se die 

Proteinfunktion beeinträchtigen, aufgelistet.  
 

Gen Mutation Protein ID 

ABCC2 R1066X Q92887 

ACTL7A C361_G362fs Q9Y615 

AEBP1 M1011fs Q8IUX7 

C19orf21 R308X Q8IVT2 
Tabelle 10: Trunkierende Mutationen Familie 2; X=Stop-Mutation; fs=Frameshift-Mutation. 

 

3.1.1.2  Ergebnisse der Datenbankanalysen in Familie 2 
Um die Anzahl möglicher Kandidatengene weiter einzugrenzen, wurden an-
schließend Datenbankanalysen durchgeführt. Mittels dieser wurde kontrolliert, 

welche VUS und trunkierenden Mutationen in den auffälligen Genen bereits 
beschrieben sind und wie häufig diese Mutationen in einer repräsentativen An-

zahl von Allelen (ca. 8000) vorkommen. Die Summe dieser Mutationen inner-

PLIN3 A119V O60664 benigne 0.214  tolerated 0,23 disease causing 0,871 

PLK5 A234V Q496M5 benigne 0,001 tolerated 0,31 Polymorphismus 0,996 

PPL S915I O60437 possibly damaging 0,483 tolerated 0,12 Polymorphismus 0,999 

PPP1R26 E903K Q5T8A7 benigne 0,296 tolerated 0,53 Polymorphismus 0,999 

RBMXL3 G664R Q8N7X1 probably damaging 0,994 tolerated 0,26 Polymorphismus 0,999 

RPTOR D993N Q8N122 probably damaging 0,996 tolerated 0,06 disease causing 0,999 

SLC35G1 G246R Q2M3R5 probably damaging 0,999 affect protein function 0,0 disease causing 0,999 

SLC9A7 L280V Q96T83 probably damaging 0,999 affect protein function 0,0 disease causing 0,999 

SRSF12 C119delR Q8WXF0 - - disease causing 0,999 

SYTL4 R29W Q96C24 probably damaging 0,999 affect protein function 0,0 disease causing 0,839 

UBN1 S1121P Q9NPG3 probably damaging 0,995 affect protein function 0,03 disease causing 0,863 

USP43 S863L Q70EL4 benigne 0,002 tolerated 0,22 Polymorphismus 0,999 

WASF1 N57S Q92558  probably damaging 0,987 tolerated 0,52 disease causing 0,999 
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halb eines Gens wird „Mutation-Load“ genannt. Mit der Höhe der Mutation-

Load (Fletcher et al.) nimmt die Wahrscheinlichkeit ab, dass dieses Gen als 
Kandidatengen in der Familie bei der Entwicklung des erblichen Brustkrebses 

eine Rolle spielt.  
In Tabelle 11 sind die Anzahl und die Mutation Load der auffälligen Varianten, 

die in der Datenbank des Exome Variant Server des NHBLI Grand Opportunity 
Exome Sequencing Projects (National Heart Blood and Lung Institute) in den 

ausgewählten Genen zum Zeitpunkt des Schreibens dieser Arbeit bekannt wa-
ren, aufgelistet. Hierbei wurden nur die Allele der europäisch-amerikanischen 

Bevölkerung (EA) berücksichtigt.  
 
 
Gen Position Rs-Nummer Funktion Allele Häufigkeit in EA Ø SD ML Komm. 

ABCC2 10:101553654  unbekannt Frameshift CA>C C=180/CA=8068 101 

200 

 
 10:101557089  rs371696765  Splice G>A A=1/G=8599 39  
 10:101569929  unbekannt Frameshift AG>A A=2/AG=8252 99  
 10:101571360  rs146405172  Splice G>A A=2/G=8598 134  
 10:101591826  rs72558199  Stop C>T T=12/C=8588 139 Familie 2 
 10:101594183  rs373130678  Stop G>A A=1/G=8599 251  
 10:101595853  unbekannt Frameshift TTA>T T=2/TTA=8252 115  

ANO9 11:418805  unbekannt Frameshift TC>T T=10/TC=8242 101 

82 

 
 11:428396  rs202247563  Splice T>G G=1/T=8579 32  
 11:429803  unbekannt Frameshift CAA>C C=1/CAA=8217 25  
 11:430180  rs376026201  Splice C>G G=1/C=8405 22  
 11:431908  rs200792630 Splice T>C C=1/T=8597 59  
 11:431998  rs199962954  Splice C>A A=1/C=8597 76  
 11:433356  unbekannt Frameshift TG>T T=65/TG=8187 80  
 11:433814  unbekannt Frameshift CCT>C C=2/CCT=8090 17  
C19orf21
= MISP 19:757605  unbekannt Frameshift CT>C C=26/CT=8208 21 

39 

 
 19:757868  rs201898919  Stop C>T T=5/C=8591 36 Familie 2 
 19:757988  unbekannt Frameshift TCC>T T=7/TCC=8203 19  
 19:760041  rs144706404  Splice T>A A=1/T=8599 85  

GBF1 10:104117852  unbekannt Frameshift AT>A A=1/AT=8253 170 

4 

 
 10:104120821  rs375518420  Stop C>T T=1/C=8599 142  
 10:104126887  unbekannt Frameshift CT>C AC=1/CT=8253 174  
 10:104139389  rs144633658  Stop G>A A=1/G=8599 167  

PDCD11 10:105200608  rs375869261  Splice G>A A=1/G=8599 81 
2 

 
 10:105202153  rs369308440  Stop C>T T=1/C=8599 79  

SLC35G1 10:95653885  unbekannt Frameshift C>CG CG=35/C=4611 3 
39 

 
 10:95661006  unbekannt Frameshift TATTT

CTC>T 
T=4/TATTTCTC 
=8250 101  

SLC9A7 − − − − − − 0  

SRSF12 6:89808301  unbekannt Frameshift CAACT
>C C=1/CAACT=7875 128 

2 
 

 6:89808326 rs377465681  Stop G>A A=1/G=8243 138  
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SYTL4 X:99933386  rs145503760 Splice A>G G=2/A=6726 51 
3 

 
 X:99941100  unbekannt Frameshift CTG>C C=1/CTG=6483 57  

UBN1 − − − − − − 0  

ACTL7A 9:111625685  unbekannt Frameshift C>CG CG=1/C=8253 108 1 Familie 2 

AEBP1 7:44150657  rs369016031 Splice G>A A=1/G=8599 65 1  
Tabelle 11: Mutation Load in Familie 2. 

 

Einschätzung:  
Wie bereits oben beschrieben, nimmt mit der Höhe der Mutation-Load die 

Wahrscheinlichkeit ab, dass ein Gen bei der Entwicklung des erblichen Brust-
krebses eine Rolle spielt. Die im Anschluss durchgeführten Segregationsanaly-

sen wurden mit solchen Genen durchgeführt, die laut Datenbank eine Mutation 
Load von <5 trunkierenden Mutationen mit einer verlässlichen Sequenziertiefe 
(ST) von mindestens 10 aufwiesen.  

Somit war nach Abschluss der In Silico Analysen die Anzahl der weiter zu un-
tersuchenden Gene auf die folgenden reduziert: UBN1, GBF1, PDCD11, 

SYTL4, SLC35G1, SRSF12, AEBP1 und ACTL7A.  
 

3.1.1.3  Ergebnisse der Segregationsanalysen in Familie 2 

Basierend auf den Ergebnissen der In Silico Analysen wurde entschieden, wel-
che Gene innerhalb der Familie sequenziert werden, um festzustellen, ob aus-
schließlich an Brustkrebs erkrankte Familienmitglieder die Mutation aufweisen 

oder auch gesunde und das Gen somit nicht mehr als Kandidatengen für den 
Brustkrebs in dieser Familie in Frage kommt. Wie oben beschrieben, wurden 

die Segregationsanalysen mit solchen Genen durchgeführt, die laut Datenbank 
eine Mutation Load von <5 trunkierenden Mutationen mit einer verlässlichen 

Sequenziertiefe von mindestens 10 aufwiesen. Die nicht in der Exomsequen-
zierung integrierten Familienmitglieder wurden mittels Gensequenzierung auf 

das Vorhandensein der entsprechenden Mutation in den so ermittelten Genen 
untersucht. Dabei wird mutierte DNS (m) von Wildtyp-DNS (wt) unterschieden.  
 

In nachfolgender Tabelle ist ersichtlich, welche Familienmitglieder an Brust-
krebs erkrankt sind und ob sie die in der Exomsequenzierung ermittelten Muta-

tionen in den sequenzierten Genen aufweisen (Mutation = m) oder nicht (Wild-
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typ = wt). Zur besseren Übersicht sind auch die beiden Familienmitglieder an-

gegeben, die in die Exomsequenzierung integriert waren (#19707 und #19272). 
 

Gen Mutation AS-Austausch #19707 #19272 #19703 #19465 #19796 #19693 #25424 

UBN1 c.3361T>C S1121P m m m wt m / / 

GBF1 c.2387C>T P796L m m m wt wt wt / 

PDCD11 c.4829G>T R1610L m m m wt wt wt / 

SYTL4 c.85G>A R29W m m m wt wt m / 

SLC35G1 c.736G>A G246R m m m wt wt wt / 

SRSF12 c.549-551delTTC C119delR m m m wt wt wt / 

AEBP1 c.3033insCTAT M1011fs m m m wt wt wt  wt 

ACTL7A c.1083_1084insG C361_G362fs m m m wt wt m wt 

Erkrankt ja ja ja nein nein ja (PK?) nein 
Tabelle 12: Ergebnisse der Sequenzierungen in Familie 2; m=Mutation; wt=Wildtyp; PK=Phänokopie. 

 
Einschätzung: 
Als Kandidatengene in Familie 2 sind solche übrig geblieben, bei denen die 

Mutation in der DNS erkrankter Familienmitglieder in der Sequenzanalyse 
nachweisbar war, in der DNS nicht erkrankter Familienmitglieder jedoch nicht. 

Durch den Nachweis einer trunkierenden Genmutation in der DNS nicht er-
krankter Familienmitglieder, ist eine Beteiligung dieses Gens an der Entstehung 

des Brustkrebses in der Familie unwahrscheinlich. Umgekehrt spricht das Feh-
len der Mutation in der DNS erkrankter Familienmitglieder gegen das entspre-

chende Gen als möglichen Auslöser.  
Unter Berücksichtigung des klinischen Status der Familienmitglieder bezüglich 
des Vorliegens eines Mammakarzinoms ergaben sich für Familie 2 in der Seg-

regationsanalyse die Kandidatengene AEBP1, GBF1, PDCD11, SRSF12, 

ACTL7A und SYTL4.  

Hierbei fällt auf, dass die Gene GBF1, PDCD11, SRSF12, ACTL7A und SYTL4 

vollständig segregieren, also alle Erkrankten die Mutation aufweisen, die Ge-
sunden jedoch nicht. Das Gen AEBP1 segregiert nicht vollständig, da die Per-

son mit der DNA #19693 zwar erkrankt ist, jedoch keine Mutation im Gen auf-

weist. Es könnte sich hierbei um eine Phänokopie handeln, also um eine Brust-
krebserkrankung ohne genetische Disposition. Eine abschließende Betrachtung 

dieses Punktes erfolgt später.   
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3.1.2  Ergebnisse der Validierung aus Familie 19  
Analog zur ersten untersuchten Familie (Familie 2) wurde bei der zweiten zu 
untersuchenden Familie (Familie 19) vorgegangen: auch hier wurden die durch 

die Exomsequenzierung (Ambry Genetics, USA) ermittelten, gemeinsamen Mu-
tationen bei mehreren erkrankten Familienmitgliedern mittels In Silico- und 

Segregationsanalysen validiert, um Kandidatengene herauszufiltern.  
 

3.1.2.1  Ergebnisse der Vorhersageprogamme in Familie 19 
In nachfolgender Tabelle finden sich die Ergebnisse der Vorhersageprogramme 
PolyPhen-2, SIFT und MutationTaster für die Missense-Mutationen in Familie 

19.  
 
 
Gen Mutation Protein ID PolyPhen-2 SIFT MutationTaster 

ABCG2 R383H Q9UNQ0-2 probably damaging 1,0 affect protein function 0,0 disease causing 0,999 

ANK1 G1014S P16157 probably damaging 1,0 affect protein function 0,01 disease causing 0,999 

BARX2 H2L Q9UMQ3  possibly damaging 0,845 affect protein function 0,0  disease causing 0,999 

DISP1 L888R Q96F81 benigne 0,23 tolerated 0.39 disease causing 0,999 

DNAJC13 I1272V O75165 possibly damaging 0,734 tolerated 0.14 disease causing 0,999 

DPP10 K504N Q8N608-2 benigne 0,001 tolerated 0.45 disease causing 0,535 

ESYT3 S591N A0FGR9 benigne 0,421 tolerated 0.17 Polymorphism 0,997 

FAM149A G219E A5PLN7-2 benigne 0,095 tolerated 1,0 Polymorphism 0,999 

FAM208B G1117R Q5VWN6  benigne 0,005 tolerated 0.47 Polymorphism 0,999 

FAM89A E116Q Q96GI7 probably damaging 0,990 affect protein function 0,0 disease causing 0,999 

FBXL18 A159V Q96ME1-4 possibly damaging 0,908 tolerated 1,0 disease causing 0,873 

FBXW5 TCTC/T Q969U6 - - disease causing 0,999 

GRID1 T223M Q9ULK0 probably damaging 0,999 tolerated 0.12 disease causing 0,999 

HIP1R D408Y O75146 probably damaging 0,995 affect protein function 0,02 disease causing 0,999 

IARS2 E854Q Q9NSE4 probably damaging 0,997 tolerated 0.21 disease causing 0,999 

KDM4E P127T B2RXH2 benigne 0,001 tolerated 1,0 Polymorphism 0,999 

KIF21A N629S F5H0C3 benigne 0,218 tolerated 0,73 disease causing 0,996 

LRRC43 L1577R Q8N309 probably damaging 0,965 tolerated 0.48 Polymorphism 0,999 

LRRFIP2 D296G Q9Y608 possibly damaging 0,495 tolerated 0.15 Polymorphism 0,553 

MACF1 G3580D Q9UPN3-2 probably damaging 1,0 tolerated 0.61 disease causing 0,999 

N4BP2 Q95K Q86UW6 benigne 0,028 tolerated 0.48 Polymorphism 0,999 

NCL TTCA/T P19338 - - Polymorphism 0,999 

NLRP5 R280H P59047 benigne 0,001 tolerated 0.89 Polymorphism 0,999 

NSUN2 H142Y Q08J23-2 - tolerated 0,11 disease causing 0,999 

PGLYRP4 A283T Q96LB8 possibly damaging 0,805 tolerated 0.56 Polymorphism 0,999 

SELO R495Q Q9BVL4 benigne 0,433 tolerated 0.23 Polymorphism 0,873 

SERPINB4 N220K P48594 benigne 0,002 tolerated 1,0 Polymorphism 0,999 

SLC22A1 S114R O15245 possibly damaging 0,494 tolerated 0,11 disease causing 0,999 

SPIRE1 N424K Q08AE8-2 benigne 0,139 tolerated 0,85 disease causing 0,986 
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TBC1D1 R695C Q86TI0-2 - tolerated 0,11 Polymorphism 0,039 

TCP10L2 G254R B9ZVM9 probably damaging 1,0 tolerated 0.47 Polymorphism 0,999 

TCP10L2 V255G B9ZVM9 benigne 0,0 tolerated 0.47 Polymorphism 0,999 

TTLL2 S129F Q9BWV7 probably damaging 0,985 tolerated 0.30 - 

TUBB8 W101S Q3ZCM7 probably damaging 1,0 affect protein function 0,0  disease causing 0,999 

UGT2B28 Q101R Q9BY64-2 benigne 0,0 tolerated 0.52 Polymorphism 0,999 

USH1C R136Q Q9Y6N9 probably damaging 1,0 tolerated 0.09 disease causing 0,999 

ZNF642 E499K Q49AA0  probably damaging 0,987 tolerated 0.13 Polymorphism 0,916 

ZNF673 T120S Q5JUW0-2 benigne 0,432 tolerated 0.70 Polymorphism 0,999 

ZNF784 S264Y Q8NCA9 probably damaging 0,995 affect protein function 0,0 Polymorphism 0,939 

ZNF784 S264T Q8NCA9 probably damaging 0,982 affect protein function 0,02 Polymorphism 0,996 
Tabelle 13: Ergebnisse der Vorhersageprogramme in Familie 19. 

 

Einschätzung:  
In dieser Familie stimmten alle drei Vorhersageprogramme bei nur 6 Genen 

überein, dass diese Varianten die Proteinfunktion wahrscheinlich oder sicher 
beeinflussen: ABCG2, ANK1, BARX2, FAM89A, HIP1R und TUBB8. Da in die-

ser Familie nach der Überprüfung durch die Vorhersageprogramme weniger 
Gene als in der ersten Familie übriggeblieben waren, wurden hier zudem Gene 

ausgewählt, bei denen lediglich zwei Vorhersageprogramme übereinstimmten, 
um die Auswahl zu erhöhen: FBXW5, GRID1, IARS2, MACF1, USH1C und 

ZNF784. Diese 12 Gene mit VUS, sowie die 2 Gene mit trunkierender Mutation, 

die in der Familie gefunden wurden, wurden in einem nächsten Schritt mittels 
Datenbankanalysen weiter validiert.  

 

Die trunkierenden Mutationen, die in Familie 19 vorlagen	und per se die Pro-

teinfunktion beeinträchtigen sind in nachfolgender Tabelle aufgelistet:  

Gen Mutation Protein ID  Trunkierende Mutation 

EBNA1BP2 R296X Q99848 Stop-Mutation 

TXNDC8 Q50X Q6A555 Stop-Mutation 
Tabelle 14: Trunkierende Mutationen Familie 19. 

 

3.1.2.2  Ergebnisse der Datenbankanalysen in Familie 19 
Die Datenbankanalysen wurden analog zu Familie 2 durchgeführt. In der nach-

folgenden Tabelle sind die Anzahl und die Mutation Load der VUS und trunkie-
renden Mutationen, die in der Datenbank des Exome Variant Server des NHBLI 
Grand Opportunity Exome Sequencing Projects (National Heart Blood and 



	

35	
	

Lung Institute) in den ausgewählten Genen während des Schreibens dieser 

Arbeit beschrieben waren aufgelistet. Auch hier wurden nur die Allele der euro-
päisch-amerikanischen Bevölkerung (EA) berücksichtigt.  

 
Gen Position rsID Funktion Allele Häufigkeit in EA Ø ST ML 

ABCG2 4:89015728 rs199897813 Splice C>T T=3/C=8597 110 

49 

 4:89034584 unbekannt Frameshift AC>A A=36/AC=8218 160 

 4:89039366 rs200190472 Stop G>A A=1/G=8599 134 

 4:89039396 rs140207606 Stop G>A A=4/G=8596 118 

 4:89060950 unbekannt Frameshift ATTCGATAT
AT>A 

A=5/ 
TTCGATAATAT=8249 55 

ANK1 8:41543669 unbekannt Frameshift CTGTT>C C=60/CTGTT=8194 127 60 

BARX2 11:129306846 rs375622525 Stop C>T T=1/C=8593 40 1 

EBNA1BP2 1:43630338 unbekannt Frameshift CTT>C, 
CTT>CT 

C=0/CT=1/CTT=8253 
 70 1 

FAM89A 1:231155683 rs138650916 Stop G>A A=1/G=8599 82 

10  1:231155873 rs150281521 Splice C>G G=1/C=8599 35 

 1:231175911 unbekannt Frameshift AC>A A=8/AC=2770 1 

FBXW5 9:139835381  unbekannt Frameshift CA>C C=22/CA=8190 19 

25  9:139835442 unbekannt Frameshift G>GGA GGA=2/G=8140 56 

 9:139836910 unbekannt Frameshift C>CT CT=1/C=8163 28 

GRID1 - - - - - - 0 

HIP1R 12:123343493 rs370849780 Splice G>A A=1/G=8599 37 1 

IARS2 1:220300169 rs373436822 Stop G>A A=1/G=8599 213 
3 

 1:220316291 rs140172974 Stop A>T T=2/A=8598 116 

MACF1 1:39753018 unbekannt Frameshift GA>G G=2/GA=8252 176 

812 

 1:39776023 unbekannt Frameshift CTGATCGC
TGCGCT>C 

C=704/CTGATCGCTT
GCGCT=7550 108 

 1:39878273 unbekannt Frameshift CTG>C C=12/CTG=7910 93 

 1:39878467 rs376849966 Stop A>T T=1/A=8297 34 

 1:39879036 unbekannt Frameshift G>GC GC=57/G=6853 5 

 1:39879078 unbekannt Frameshift CA>C C=36/CA=5528 2 

TUBB8 10:93189 unbekannt Frameshift GAC>G G=20/GAC=8226 78 

626  10:93500 unbekannt Frameshift 
TGCCCC>T
GGCCCC, 
TGCCCC>T 

TGGCCCC=269/T=38
/TGCCCC=6025 26 

 10:93501 unbekannt Frameshift GCCCC>G G=299/GCCCC=6059 25 

TXNDC8 - - - - - - 0 

USH1C 11:17522651 unbekannt Frameshift A>AT AT=1/A=8253 65 

101 

 11:17533499 unbekannt Frameshift CCT>C C=83/CCT=8169 173 

 11:17533499 rs148115969 Stop C>A A=1/C=8585 173 

 11:17544454 unbekannt Frameshift GT>G G=12/GT=8182 11 

 11:17548769 rs138138689 Splice C>T T=1/C=8585 109 

 11:17548803 rs377145777 Stop G>A A=1/G=8585 118 

 11:17552955 unbekannt Frameshift C>CG CG=2/C=8252 31 

ZNF784 19:56133788 unbekannt Frameshift T>TC TC=487/T=7129 7 

670  19:56133789 unbekannt Frameshift C>CG CG=170/C=7400 8 

 19:56133999 unbekannt Frameshift A>AG AG=13/A=8145 11 
Tabelle 15: Mutation Load in Familie 19; ST= Sequenziertiefe; ML=Mutation Load. 
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Einschätzung:  

Analog zu Familie 2 wurde auch hier die Anzahl der weiter zu untersuchenden 
Gene auf Basis einer Mutation Load von <5 trunkierenden Mutationen mit einer 

verlässlichen Sequenziertiefe (ST) von mindestens 10 auf die folgenden Gene 
reduziert: BARX2, HIP1R, FAM89A, EBNA1BP2, TXNDC, GRID1 und IARS2.  

 

3.1.2.3  Ergebnisse der Segregationsanalysen in Familie 19 
Analog zu Familie 2 wurden im Anschluss oben ausgewählte Gene innerhalb 
der Familie 19 sequenziert, um festzustellen, ob das jeweilige Gen als Kandida-

tengen für den Brustkrebs in dieser Familie in Frage kommt.  
Die Ergebnisse der Segregationsanalysen sind in nachfolgender Tabelle darge-

stellt. Auch hier wird mutierte DNS (m) von Wildtyp-DNS (wt) unterschieden. 
Zur besseren Übersicht wurden die DNS der Familienmitglieder, die in der 

Exomsequenzierung integriert waren (#22796, #22935 und #23923) mit ange-
geben.  

 
Gen Mutation AS-Austausch #22796 #22935 #23923 #24516 #24522 #24605 

BARX2 c.5A>T H2L m m wt m wt / 

HIP1R c.1222G>T D408Y m m wt m m / 

FAM89A c.346C>G E116Q m m wt wt m m 

EBNA1BP2 c.886G>A R296* m m wt m m m 

TXNDC8 c.148G>A Q50* m m wt wt m m 

GRID1 c.668G>A T223M m m wt m m m 

IARS2 c.2560G>C E854Q m m wt m m m 

Erkrankt ja ja nein nein ja ja 
Tabelle 16: Ergebnisse der Sequenzierungen in Familie 19; m=Mutation; wt=Wildtyp. 

 

Einschätzung: 
Unter Berücksichtigung des klinischen Status der Familienmitglieder bezüglich 

des Vorliegens eines Mammakarzinoms ergaben sich für Familie 19 in der Seg-

regationsanalyse die Kandidatengene TXNDC8 und FAM89A, da diese beiden 

Gene als einzige in der Familie komplett segregierten.  
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3.1.3  Ergebnisse der RNA-Isolierung  
Um feststellen zu können, ob die beiden Kandidatengene der Familie 19 im 
Brustdrüsengewebe exprimiert werden und deren Mutationen als Ursache für 

den familiären Brustkrebs in Frage kommen, wurde aus tiefgefrorenem, benig-
nem Brustdrüsengewebe RNA extrahiert und das RNA-Template anschließend 

in cDNA transkribiert. Mit dieser wurde im Anschluss daran eine PCR durchge-
führt und getestet, ob sich die Primer der beiden Gene FAM89A und TXNDC8 

an die Matrize der Brustdrüsen-cDNA anlagern und diese vervielfältigt wird. 

Dies ist nur der Fall, wenn ein Gen in der Brustdrüsen-DNS exprimiert wird und 
so der Amplifikation durch die Polymerase zur Verfügung steht. Zur Erfolgskon-

trolle wurde anschließend eine Gelelektrophorese durchgeführt. Die Abbildung 
2 zeigt das Ergebnis der Gelelektrophorese nach erfolgter DNS-Amplifikation in 
der PCR. 

 

 
Abbildung 2: Gelelektrophorese mit der cDNA der beiden Gene FAM89A und TXNDC8 

 

Im Gelbild lässt sich anhand des Bandenmusters erkennen, dass in der PCR 
nur der Abschnitt des Gens FAM89A vervielfältigt wurde. Beim Gen TXNDC8 

lassen sich keine PCR-Produkte erkennen. Die angedeuteten Schatten ent-
sprechen am ehesten den Primern, die für die Amplifizierung verwendet wur-

den. Das lässt darauf schließen, dass TXNDC8 nicht in der Brustdrüse der Frau 
exprimiert wird und somit nicht als Kandidatengen für den Brustkrebs in dieser 

   
                
                   FAM89A                TXNDC8
    LS V       N           cDNA     N          cDNA 

   587 bp
   540 bp
   504 bp
   458 bp
   434 bp

267 bp
234 bp
213 bp
192 bp
184 bp

124 bp
123 bp
104 bp
  89 bp
  80 bp
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Familie in Frage kommt. Demnach blieb in dieser Familie das Gen FAM89A mit 

einem auffälligen Aminosäurenaustausch als einziger Kandidat übrig.  
 

3.2  Kontrolle des Kandidatengens AEBP1 in einem  BRCA1 / 

BRCA2-negativen Patientenkollektiv 
Nach der Ermittlung der Kandidatengene in beiden untersuchten Familien 

durch die Vorhersageprogramme, Datenbank- und anschließende Segregati-
onsanalysen, wurde das Gen AEBP1 aus Familie 2 ausgewählt, um in einem 

größeren Patientenkollektiv nach weiteren Mutationen zu suchen. Hierzu wur-

den die DNS von 149 an Brustkrebs erkrankten BRCA1- und BRCA2-negativ 
getesteten Patientinnen der Risikogruppe A aus dem Bestand der Forscher-

gruppe des Zentrums München auf Abweichungen in der DNS-Sequenz unter-
sucht. Es handelt sich hierbei um je eine Indexpatientin pro Familie, in der min-

destens drei Patientinnen an Brustkrebs erkrankt sind, zwei davon prä-
menopausal. Eine Liste der verwendeten DNS inklusive Erkrankungsalter der 

Patientinnen bei Erstdiagnose findet sich im Anhang.  
 

3.2.1  Primerauswahl und Testung 
In einem ersten Schritt wurden die Primer aller 21 Exons des Gens AEBP1 an-

hand des Gen-Alignments des USCS Genome Browser (University of California 
Santa Cruz) ausgewählt und mittels Real-Time PCR auf ihre Eignung getestet. 

Große Exons wurden zur besseren Beurteilbarkeit geteilt, kleinere zusammen-
gelegt. Im Anhang findet sich eine Liste der endgültig verwendeten Primer.  

 

3.2.2  Evaluierung der Methode am Beispiel AEBP1  

Zur Evaluierung der Methode wurden die 21 Exons des Gens AEBP1 einzeln in 
der DNS der Patientinnen mittels Real time quantitative PCR und High Resolu-

tion Melting, bzw. DHPLC auf abweichende Basenabfolgen untersucht. Bei 
Auffälligkeiten in der Schmelzkurve, die auf eine Mutation im amplifizierten 

Genabschnitt hinwiesen, wurde das entsprechende Exon der DNS mittels 
Touchdown-PCR vervielfältigt und anschließend nach Sanger sequenziert. Die 
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Sequenzen wurden im Anschluss daran mit dem CodonCode Aligner® ausge-

wertet. In den Fällen, in denen die Schmelzkurven im LightCycler aufgrund ei-
nes hohen C- und G-Basen – Gehaltes eines Exons durch stärkere Bindung 

der Basenpaare und folglich erschwerter Aufschmelzung schlecht auswertbar 
waren, wurde der Versuch mit der DHPLC wiederholt. Bei auffälligen Kurven-

verläufen wurde hier ebenso verfahren wie oben. Sequenzvariationen sind in 
der DHPLC an einem doppelgipfligen Kurvenverlauf zu erkennen, Wildtyp-DNS 

dagegen weist einen einfachen Kurvenverlauf auf.   
 

3.2.3  Ergebnisse: Varianten und Mutationen 
Bei auffälligen Kurvenverläufen im High Resolution Melting und in der DHPLC 
wurde der entsprechende Genabschnitt mittels Touchdown-PCR amplifiziert 

und anschließend nach Sanger sequenziert. Bei den identifizierten Sequenzva-
riationen wurden bekannte SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), also ge-

netische Varianten, die im USCS Genome Browser (University of California 
Santa Cruz) beschrieben waren, von trunkierenden, das Genprodukt verän-

dernden Mutationen, unterschieden.  
Sowohl im High Resolution Melting, als auch in der DHPLC konnten in mehre-

ren Exons des Gens AEBP1 bekannte SNPs identifiziert werden.  
 

Mittels DHPLC konnte jedoch auch eine trunkierende Frameshift-Mutation im 
Exon 7 des Gens AEBP1 identifiziert werden. In der folgenden Abbildung ist 

der doppelgipflige Kurvenverlauf der DNS mit der Nummer #22611 (rot) im Ge-

gensatz zu mehreren Wildtyp-DNS (grün) und DNS mit Polymorphismen (oran-
ge) im Exon 7 des Gens AEBP1 zu erkennen: 
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Abbildung 3+4: Mutation del4bp in AEBP1 in der DHPLC, Exon 7, DNS #22611 

 
Bei der anschließenden Sequenzierung nach Sanger wurde eine trunkierende 

Mutation in der untersuchten DNS bestätigt. Es handelte sich dabei um eine 
Deletion von 4 Basenpaaren (AGAC) im Exon 7 des Gens AEBP1 mit Verschie-

bung des Leserasters: 
 
DNS # Bestand Leipzig-ID Mutation AS-Austausch 
22611 München 14-1283-301 c.996delAGAC T332fs 

Tabelle 17: Frameshift-Mutation in Exon 7 des Gens AEBP1 

 
 

del4bp SNP 

wt 
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In nachfolgender Abbildung wird die Auswertung der mutierten Sequenz mittels 

des CodonCode Aligner® wiedergegeben. Um herauszufinden, ob die gefun-
dene Mutation in der Familie der Patientin (#22611) segregiert, ob also auch 

weitere erkrankte Familienmitglieder diese Mutation vorweisen, wurde die DNA 
der ebenfalls an Brustkrebs erkrankten Mutter der Patientin (#22714) auf eine 

Mutation im Gen AEBP1 untersucht und parallel ausgewertet.  
 

Durch die Deletion von 4 Basenpaaren in der mutierten DNS-Sequenz der 
Tochter erscheint diese im darauffolgenden DNS-Abschnitt überlagert, wäh-

rend die DNA-Sequenz der Mutter deutlich lesbar ist:   
 

 
Abbildung 4: Ergebnis der Sequenzanalyse: c.996delAGAC im Gen AEBP1 Exon7 der DNS #22611 im 
Vergleich zu nicht mutierter DNS #22714 
 
Einschätzung:  

In der Sequenzanalyse zeigte sich also, dass die erkrankte Tochter die Mutati-
on aufweist, während sie bei der erkrankten Mutter nicht nachgewiesen werden 

konnte. Somit segregiert in dieser Familie die in AEBP1 gefundene Mutation 
nicht. Allerdings ist die Mutter deutlich später erkrankt und eine Belastung der 
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väterlichen Linie kann aufgrund einer limitierten Familienanamnese nicht aus-

geschlossen werden. 
 

3.3  Weitere Mutationen im ACTL7A-Gen 
Wie oben beschrieben, segregiert in der Familie nicht nur eine trunkierende 

Mutation im AEBP1-Gen, sondern auch eine Mutation im ACTL7A-Gen. Dieses 

Gen wurde experimentell nicht weiter validiert, aber es wurde eine Auswertung 
der untersuchten Exome durchgeführt. Dabei wurde festgestellt, dass sich ins-

gesamt 3 trunkierende Mutationen in 950 untersuchten Exomen befinden. Die 
Mutationen in einer weiteren Familie aus unserem Zentrum und einer Familie 

der Universität Köln wurden durch eine Sanger-Sequenzierung bestätigt (siehe 
Diskussion).  
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4  Diskussion  

4.1  Diskussion der Methoden  
In dieser Arbeit wurden in zwei ausgewählten Hochrisikofamilien mit mehreren 
jung an Brustkrebs erkrankten Frauen Kandidatengene für ein erbliches 

Mammakarzinom validiert. Hierbei ergaben sich Fehlerquellen, die bei der In-
terpretation der Ergebnisse beachtet werden müssen. Zum einen können in der 

initialen Exomsequenzierung gemeinsame Mutationen übersehen worden sein; 
zum anderen wird bei der Exomsequenzierung ausschließlich der kodierende 

Bereich mit direkt anschließenden Intronsequenzen der DNS untersucht. Dabei 
werden mögliche regulatorische Bereiche außerhalb der kanonischen 

Spleißsequenzen und intergenische Bereiche nicht untersucht. Es wird vermu-
tet, dass ca. ein Drittel aller Mutationen bei familiärem Brustkrebs sich in den 

intergenischen Bereichen, wie z. B. Long noncoding RNAs oder entfernt lie-
gende „Enhancer“, befinden (A. Meindl, persönliche Mitteilung). 
Des Weiteren ist es möglich, dass die Einschätzungen der verwendeten Vor-

hersageprogramme über den Charakter einer Mutation nicht optimal sind. Um 
dieses Risiko so gering wie möglich zu halten, wurden in dieser Arbeit drei ver-

schiedene Vorhersageprogramme verwendet und eine Mutation erst dann als 
potentiell pathogen eingestuft, sobald mindestens zwei, bzw. alle drei Pro-

gramme in ihrer Einschätzung übereinstimmten.  
Bei der Auswahl der Hochrisiko-Familien muss berücksichtigt werden, dass 

nicht bei allen Familienmitgliedern eine Tumorhistologie und damit eine unab-
hängige Bestätigung des Mammakarzinoms vorliegt, weil beispielsweise die 

Operation des Tumors bereits Jahrzehnte zurückliegt. So mussten wir uns teil-
weise auf die mündlich geäußerte Familienanamnese der Indexpatientinnen 

verlassen.  
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4.2  Eigene Daten 

4.2.1  Auswahl der Kandidatengene 
Die Entscheidung, das Gen AEBP1 in einem größeren Patientenkollektiv weiter 

zu validieren, beruhte neben der Tatsache, dass es sich bei der familiären Mu-
tation um eine trunkierende Mutation handelt, zum einen auf seiner biologi-

schen Bedeutung als entscheidender Regulator der funktionellen Differenzie-
rung und der Involution des Brustdrüsenepithels (Zhang et al., 2011) und zum 

anderen auf der fast vollständigen Segregation in der Familie 2.  
Bei dem anderen Gen, ACTL7A, das in der Familie 2 komplett segregiert, hätte 

es sich um einen sogenannten „Modifier“ handeln können, der den Krankheits-
verlauf aufgrund einer Gen-Gen-Interaktion beeinflusst. Bei BRCA1- und 

BRCA2-Mutationsträgerinnen beispielsweise gibt es einige Hinweise darauf, 

dass das Brustkrebsrisiko von anderen genetischen Faktoren modifiziert wird 

(Antoniou et al., 2006). Die Tatsache, dass Frauen, die auf ihre familiäre 
BRCA1/2-Mutation negativ getestet wurden, trotzdem ein erhöhtes Brust-

krebsrisiko aufweisen (Smith et al., 2007), könnte auf vererbte Genvarianten 
zurückzuführen sein, die bei BRCA1/2-Mutations-Trägerinnen als Modifier-

Gene und bei BRCA1/2-negativ getesteten Patientinnen als niedrig-penetrante 

Polymorphismen wirken (Ripperger et al., 2009).  

Aktuelle Daten aus dem noch laufenden PERSPECTIVE-Projekt des Helmholtz-
Zentrums legen allerdings nahe, dass die Mutation im Gen ACTL7A möglich-

erweise sogar penetranter ist als die Mutation im Gen AEBP1 (siehe unten). 

 
In der Familie 19 ist FAM89A als einziges Gen übriggeblieben. Es könnte sich 

bei der familiären Mutation in diesem Gen um die entscheidende, den Brust-

krebs auslösende Mutation handeln, jedoch muss die Möglichkeit bedacht 
werden, dass in dieser Familie im Verlauf der gentechnischen Untersuchungen, 

z.B. im Zuge der Exomsequenzierung oder der Verwendung der Vorhersage-
programme weitere Kandidatengene übersehen worden sind.  

 



	

45	
	

4.2.2  Nur fast vollständige Segregation von AEBP1  
Bei Betrachtung des Stammbaums der Familie 2 fällt ein Familienmitglied 

(#19693) auf, das zwar an Brustkrebs erkrankt war, jedoch keine Mutation im 
Gen AEBP1 aufwies. Es könnte sich hier aber um eine sogenannte Phänokopie 

handeln, da die Patientin im Gegensatz zu ihren Verwandten bei Erstdiagnose 

bereits 77 Jahre alt war. Da drei jung an Brustkrebs erkrankte Familienmitglie-
der (44 Jahre, 46 Jahre und 56 Jahre bei Erstdiagnose) die Mutation im Gen 
AEBP1 aufweisen und drei gesunde Familienmitglieder nicht, kann davon aus-

gegangen werden, dass AEBP1 in dieser Familie nahezu komplett segregiert.  

In der Familie (TU1283) aus dem BRCA1/2-negativen Patientenkollektiv des 

Bestandes der Forschergruppe des Zentrums München konnte die in der Ana-

lyse gefundene trunkierende Mutation im Gen AEBP1 nur bei einem Familien-
mitglied (ED 45 Jahre mit Mammakarzinom beidseits) nachgewiesen werden; 

die ebenfalls an Brustkrebs erkrankte Mutter dieser Patientin (ED 60 Jahre) 
wies die Mutation nicht auf, so dass AEBP1 hier nicht segregiert. Aber auch 

hier ist das unterschiedliche Alter bei Erstdiagnose zu bedenken.  

 

4.3  Weitere  AEBP1-Mutationen  in der Exom-Analyse  
Neben den 149 an Brustkrebs erkrankten, BRCA1/2-negativen Patientinnen, 
die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, erfolgte parallel 

eine Untersuchung des AEBP1-Gens mittels Exomsequenzierung im Rahmen 

des PERSPECTIVE-Projekts des Helmholtz Zentrums. Dabei wurden die Exo-
me von weiteren 874 Brustkrebspatientinnen auf vorliegende Varianten im Gen 

AEBP1 untersucht.  

 

4.3.1  Ergebnisse der Exomsequenzierung: trunkierende und Missense – Muta-
tionen im Gen AEBP1  

Im Rahmen dieser Analyse konnten vier weitere Missense-Mutationen sowie 

eine trunkierende Stop-Mutation, die innerhalb einer Familie bei zwei Familien-
mitgliedern nachgewiesen werden konnte, identifiziert werden. Diese waren alle 
in den Fällen nachweisbar, in den Kontrollen sind sie dagegen nicht gefunden 

worden. Die Ergebnisse sind in nachfolgender Tabelle aufgeführt.  
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DNA# Bestand Leipzig-ID HGVS-nomenclature Funktion HGVS-Protein 
25094 Quebec 04-2030-302 c.267G>C Missense K89N 
24158 Quebec 14-1948-205 c.1225G>T Missense G409C 
22097 Tim Strom 14-1022-401 c.916_917insA Stop Y306* 
23010 Tim Strom 14-1022-302 c.916_917insA Stop Y306* 
- Köln 09-5317-001 c.1175C>T Missense S392L 
- Köln 09-6302-001 c.1692C>G Missense H564Q 

Tabelle 18: Ergebnisse der Exomsequenzierung - trunkierende und Missense-Mutationen 

 

4.3.2  Missense-Mutationen in den Vorhersageprogrammen 
Um eine Aussage über den Einfluss der Missense-Mutationen auf die Protein-
funktion treffen zu können, wurden abermals die webbasierten Vorhersagepro-

gramme SIFT des J. Craig Venter Insitutes, PolyPhen-2 und MutationTaster 
verwendet. Die Ergebnisse sind in nachfolgender Tabelle aufgeführt.   
 

Gen Mutation Protein ID PolyPhen-2 SIFT MutationTaster 

AEBP1 K89N Q8IUX7 probably damaging 0,998 affect protein function 0,04 disease causing 0,744 

AEBP1 G409C Q8IUX7 probably damaging 1,0 affect protein function 0,00 disease causing 0,999 

AEBP1 S392L Q8IUX7 probably damaging 0,976 affect protein function 0,00 disease causing 0,999 

AEBP1 H564Q Q8IUX7 probably damaging 0,999 affect protein function 0,00 disease causing 0,999 
Tabelle 19: Ergebnisse der Vorhersageprogramme für die Missense-Mutationen aus der Exomsequenzie-
rung des Gens AEBP1 

 
Bei allen vier Missense-Mutationen stimmten alle drei Vorhersageprogramme 

überein, dass diese Varianten die Proteinfunktion wahrscheinlich oder sicher 
beeinflussen. Zu diesem Zeitpunkt der Arbeit erhärteten diese Ergebnisse die 

Einschätzung, dass es sich bei dem Gen AEBP1 um ein mögliches Kandida-

tengen handelt.  
 

4.3.3 Einschätzung der trunkierenden Mutationen im Gen AEBP1  

Die Annahme, dass es sich bei AEBP1 um ein mögliches Kandidatengen han-

deln könnte, wurde hauptsächlich durch die Tatsache unterstützt, dass insge-
samt 3 Mutationen (2x in 874 Exomen und 1x in 149 validierten Familien) in 

familiär Erkrankten (3 in 1023 = 0,0029), aber nur 127 in 125.000 gesunden 
Kontrollen (0,0010) entsprechend der GNOMAD-Datenbank (p-value = 0.0899, 
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OR = 2.89) und 18 in 25.000 gesunden Kontrollen (0,0007) entsprechend der 

ExAC (Soria et al.)-Datenbank gefunden wurden. Wenn wir ein Folgepanel von 
250 Kandidatengenen analysieren würden, müssten wir insgesamt 10461 Fälle, 

d.h. 9438 zusätzliche Fälle einschließen, um in 80% der Fälle eine statistische 

Signifikanz zu erreichen. 

Interessanterweise wurde die zweite trunkierende AEBP1-Mutation auch bei 
einer 21-jährigen Brustkrebspatientin gefunden (14-1022), bei der ebenfalls die 

Kosegregation mit einer zusätzlichen Mutation wahrscheinlich ist. Nach aktuel-
len Daten scheint aber insgesamt das ko-segregierende ACTL7A-Gen, das im 

Folgenden beschrieben wird, interessanter zu sein als AEBP1. 
	

4.4  Das ko-segregierende Gen ACTL7A  
Der experimentelle Fokus dieser Arbeit lag auf dem Gen AEBP1, das aufgrund 

seiner eingangs beschriebenen biologischen Bedeutung bei der Brustdrüsen-

entwicklung als gutes Kandidatengen erschien.  
Im Laufe der Arbeit wurde jedoch ein weiteres Gen identifiziert, das ebenfalls in 

der Familie 2 mutiert ist und das, wie später im Rahmen dieser Arbeit gezeigt 
wurde, im Gegensatz zu AEBP1 vollständig in der Familie segregiert: das Gen 

ACTL7A. 

 

4.4.1 Das Gen ACTL7A 
Das Gen ACTL7A ist aus vielerlei Hinsicht für weitere Betrachtungen interes-

sant. Zum einen segregiert es in Familie 2 komplett, das heißt, alle an Brust-

krebs erkrankten Familienmitglieder sind Träger der Mutation, alle Gesunden 
zeigen diese Mutation nicht. Zudem wurden im Zuge der PERSPECTIVE-Studie 

zwei weitere trunkierende Mutationen im Gen ACTL7A gefunden, die im Rah-
men der vorliegenden Arbeit experimentell bestätigt wurden: in dem Münche-

ner Kollektiv (14-1185-401) wurde eine Stopmutation (c.463C→T, p.Arg155X) 

gefunden, im Kölner Kollektiv eine weitere „frameshift“-Mutation (c.74dupC = 
p.Gln26Thrfs*31). Die getestete Patientin aus der Familie 1185 erkrankte mit 31 
Jahren und zeigt eine zusätzliche Mutation im DARS2-Gen. Nach ersten vor-

läufigen Auswertungen handelt es sich bei letzterem ebenfalls eher um ein 
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Niedrigrisikogen (A. Meindl, persönliche Mitteilung), so dass wir davon ausge-

hen, dass in dieser Familie noch ein anderes, bis jetzt unbekanntes Gen, ver-
ändert ist. In der Kölner Familie ko-segregiert nach Angaben von PD Dr. Eric 

Hahnen eine FANCM-Mutation, bei der es sich aber auch eher um eine mode-

rate Genmutation handelt.  
Der stärkste Hinweis auf ein vermutlich moderates Kandidatengen für Brust-

krebs ergibt sich allerdings wiederum durch einen Vergleich mit den Mutations-
frequenzen bei gesunden Kontrollen. Während insgesamt 3 trunkierende Muta-

tionen in 950 untersuchten Exomen gefunden wurden (3 in 950 = 0,0032), be-
finden sich nur 87 LOF-Mutationen (= loss of function) in ca. 125.000 gesunden 

Kontrollen (0,0007) entsprechend der GNOMAD-Datenbank (p-value = 
0.03098, OR = 4.54) und nur 17 LOF-Mutationen in 26.000 gesunden Kontrol-
len (0,00065) entsprechend der ExAC-Datenbank. Damit scheinen die Mutatio-

nen in den familiären Fällen deutlich überrepräsentiert zu sein. Hinzu kommt 
noch, dass gegenwärtig nicht ausgeschlossen ist, dass einige in der Gnomad-

Datenbank gemeldeten Mutationen im ACTL7A-Gen aus dem Paralog ACTL7B 

stammen.  
Wenn wir ein Folgepanel von 250 Kandidatengenen analysieren würden, müss-

ten wir insgesamt 5634 Fälle, d.h. 4684 zusätzliche Fälle einschließen, um in 
80% der Fälle eine statistische Signifikanz zu erreichen.  
 

4.4.2 Funktion des ACTL7A-Proteins 
Es gibt zwei Formen dieses Gens: ACTL7A wird in vielen menschlichen Gewe-

ben exprimiert, während ACTL7B testisspezifisch ist und zu einem geringen 

Anteil in der Prostata exprimiert wird (Chadwick et al., 1999).  

Tanaka et al. zeigten, dass ACTL7A als t-actin2 (= mACTL7A) neben ACTL7B 
als t-actin1 (= mACTL7B) im Hoden der Maus exprimiert wird und eine wichtige 

Rolle bei der Spermiogenese und in der Spermienfunktion einnimmt  (Tanaka et 

al., 2003). Sowohl im Genom der Maus, als auch beim Menschen sind beide 
Gene Kopf-an-Kopf positioniert und weisen keine Introns auf (Hisano et al., 

2003). Besonders interessant sind die Ergebnisse einer genomweiten Assozia-
tionsstudie aus dem Jahr 2011: Fletcher et al. verglichen mehrere hunderttau-

send Single Nucleotid Polymorphismen in den Genomen von 1694 Brustkrebs-
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patientinnen und 2365 Kontrollen, um neue sogenannte „susceptibility loci“ zu 

identifizieren, also Bereiche im Genom, die den Menschen für Brustkrebs anfäl-
liger machen (Fletcher et al., 2011). Dabei ging es wiederum um Patientinnen 

ohne Mutation in den Brustkrebsgenen BRCA1 und BRCA2. Das familiäre Risi-

ko dieser Patientinnen lässt sich durch ein polygenes Modell erklären, bei dem 
eine große Anzahl von Varianten mit geringer Penetranz zusammen ein sehr 

unterschiedliches Risiko in der Bevölkerung, an Brustkrebs zu erkranken, zur 
Folge haben (Pharoah et al., 2002). In der Studie von Fletcher et al. konnte ein 

solcher Bereich im Genom des Menschen, der mit einem niedrigen Brustkrebs-
risiko assoziiert ist, identifiziert werden (9q31.2). Dabei lagen die Gene KLF4, 

RAD23B und ACTL7A in der Nähe eines identifizierten SNP (Fletcher et al., 

2011). KLF4 ist ein Transkriptionsfaktor, der in der Tumorsuppression und On-

kogenese eine Rolle spielt, wobei ein verminderter Spiegel von KLF4-RNA-
Transkripten bei Brustkrebs und eine Assoziation zwischen KLF4-Expression 

und einer Östrogenrezeptor-Positivität gezeigt werden konnte (Akaogi et al., 

2009). RAD23B und die aktinverwandte Proteinfamilie, zu der auch ACTL7A 

gehört, sind in diverse zelluläre Prozesse involviert, wie z.B. Vesikeltransport, 
Spindelapparat, Kernmigration und Chromatin-Remodellierung (Maglott et al., 

2005).  
Auch diese biologischen Befunde sprechen dafür, dass es sich bei ACTL7A um 

ein interessantes moderates Kandidatengen für erblichen Brustkrebs handelt, 
das in Familie 2 mit AEBP1, dem Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit, ko-

segregiert. Dies ist sehr wahrscheinlich auch der Fall bei der 31-jährigen Pati-

entin aus der zweiten Münchner Familie 1185, in der aber vermutlich ein stärker 
penetrantes Gen ko-segregiert. 
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5  Zusammenfassung und Ausblick  
Der Fokus dieser Arbeit lag hauptsächlich auf dem Gen AEBP1, das aus biolo-

gischer Sicht ein interessantes Kandidatengen für das erbliche Mammakarzi-
nom darstellte: zum einen aufgrund seiner Rolle beim Erhalt der normalen Ge-

websarchitektur und Funktion des Brustdrüsengewebes sowie seiner kontrol-
lierenden Funktion bei der Interaktion zwischen Stroma und Epithel in der 
Brustdrüse (Zhang et al., 2011). Nachdem AEBP1 zunächst mittels Datenbank- 

und Segregationsanalysen und anschließend durch Kontrollen an einem Pati-

entenkollektiv von 149 Patientinnen als Kandidatengen untersucht worden ist, 
wurde das Gen in einem nächsten Schritt durch eine Exomsequenzierung mit 

874 Patientinnen als mögliches Kandidatengen für das familiäre Mammakarzi-
nom validiert. Es handelt sich hierbei um ein Gen, dass weniger als ein halbes 

Prozent bei Patientinnen mit einem erblichen Mammakarzinom mutiert ist und 
kann somit der Kategorie der moderat-penetranten Gene zugeteilt werden.   

 
Dies gilt vermutlich noch eher für das Gen ACTL7A: sehr selten mutiert, mode-

rat penetrant und vermutlich öfters ko-segregierend mit anderen moderat pe-
netranten Genen. Um in 80% der Fälle eine statistische Signifikanz zu errei-

chen, müssten wir beim Analysieren eines Folgepanels von 250 Kandidatenge-
nen insgesamt 5634 Fälle, d.h. 4684 zusätzliche Fälle einschließen.  

 
Durch die vorliegende Arbeit wurde eine digene („different compound hetero-

zygote“) Vererbung in einer großen Familie gezeigt und damit zwei aussichts-
reiche moderate Kandidatengene für folgende, größere Validierungsstudien 

identifiziert. 
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Anhang  
 
Stammbaum der Familie 2 (LMU 589):  

# 19272 # 19465 
# 19707 # 19796 
# 19703 # 25424 
# 19693  
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Stammbaum der Familie 19 (TU 1363): 
# 22796 
# 22935 
# 23923 
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Stammbaum der Familie aus der Hochrisikogruppe A (TU 1283) 
# 22611 
# 22714 
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Primerdesign  
Liste der für die PCR und Sequenzierung verwendeten Primer in Familie 2: 

Name Sequenz Tm 
ACTL7AEx1-F 5’-GCATCGTGGAGGACATCAAG-3’ 62 °C 
ACTL7AEx1-R 5’-ATGCTACAGGAATAAGCGCC-3’ 60 °C 
AEBP1-Ex21-F 5’-CAGGACTGAGTGGGAGGGT-3’ 62 °C 
AEBP1-Ex21-R 5’-CTATGGTAGTGCTCAGGGTG-3’ 60 °C 
GBF1-Ex18-F 5’-GGACAGTGACTAAAAGAGCC-3’ 58 °C 
GBF1-Ex18-R 5’-AGCTGGATTCTTCAGCCCTC-3’ 60 °C 
PDCD11-Ex31-F 5’-AACTCGTGACTTCCACCACA-3’  58 °C 
PDCD11-Ex31-R 5’-CCCACAGGTTGAGAAACTTC-3’ 58 °C 
UBN1-Ex17-F 5’-GTGTCTCCCTTGAAGTTTGG-3’ 58 °C 
UBN1-Ex17-R 5’-AACACCAAGCAGCAGAAAGG-3’ 58 °C 
SLC35G1-EX3-F 5’-CAGAACTGGGTTTATAGGCC-3’ 58 °C 
SLC35G1-EX3-R 5’-CAGAGAGGATGATGACACTTT-3’ 57 °C 
SRSF12-Ex4-F 5’-GTTGAGTGGTTGTTACTGTG-3’ 56 °C 
SRSF12-Ex4-R 5’-GGAAACAATGAGACCCTATC-3’ 56 °C 
SYTL4-Ex1-F 5’-TTTCAGGCAACTCTGGTAGC-3’ 58 °C 
SYTL4-Ex1-R 5’-CGTGACCCAATAAGTAGTGG-3’ 58 °C 

 
 

Liste der für die PCR und Sequenzierung verwendeten Primer in Familie 19: 
Name Sequenz Tm 
BARX2-Ex1-F 5’-TCTCCTCCGCGCGCCAC-3’ 62 °C 
BARX2-Ex1-R 5’-TCTCGCCCTCGGATCGCAAA-3’ 63 °C 
EBNA1BP2-Ex9-F2 5’-TGCCTAAGGGGCTTTGCTTA-3’ 58 °C 
EBNA1BP2-Ex9-R2 5’-CACATAGCAGCTTGCCTTCT-3’ 58 °C 
FAM89A-Ex2-F 5’-GAAGGAATGTGCTGGCAGG-3’ 59 °C 
FAM89A-Ex2-R 5’-GTCCACAACGGAGGTGCTT-3’ 59 °C 
GRID1-Ex4-F 5’-GGTGGAACGTGTTGCAGTTA-3’ 58 °C 
GRID1-Ex4-R 5’-CGTTTAGGCCATGCGTAAGA-3’ 58 °C 
HIP1R-Ex14-F 5’-GAGAGCTTGAAGAGAGAGGT-3’ 58 °C 
HIP1R-Ex14-R 5’-TCCTTCAGCTTGTTGTAGCG-3’ 58 °C 
IARS2-Ex20-F 5’-TAAACTCAACCTGAGGCAGG-3’  58 °C 
IARS2-Ex20-R 5’-AGTGCCCCTTTTATGAAGCA -3’ 56 °C 
TXNDC8-Ex3-F 5’-GGCTCTAGGCTGTAGTGAAA-3’ 58 °C 
TXNDC8-Ex3-R 5’-AATTACTGAGACAGTGCTATTC-3’ 57 °C 
FAM89A-cDNA-F 5’-CAAAGAGCTTGAGCGGGCT-3’ 59 °C 
FAM89A-cDNA-R 5’-TGCAGGGAGTTCTGCTCCT-3’ 59 °C 
TXNDC8-cDNA-F 5’-TTCTTCGAAACGGTGTGGTC-3’ 58 °C 
TXNDC8-cDNA-R 5’-CAGGTTGCTCATGAATCCAC-3’ 58 °C 
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Liste der für die Real-Time PCR und die DHPLC verwendeten Primer des Gens 

AEBP1: 
Exon Name Sequenz Tm Kommentar 

1 
AEBP1-Ex1-F2 5’-TTCCTGGATTCCCTCACCC-3’ 59 °C Real-time 

PCR AEBP1-Ex1-R2 5’-TGGCCAGACCCTACCGAAT-3’ 59 °C 

2a 
AEBP1-Ex2-F2 5’-GAGCTGGCTCTGTTCATTTG-3’ 58 °C Real-time 

PCR AEBP1-Ex2-R3 5’-GTGGCCTTGGGTGGCTTCT-3’ 62 °C 

2b 
AEBP1-Ex2-F3 5’-AAGGAGAAGCCACCCAAGG-3’ 59 °C Real-time 

PCR AEBP1-Ex2-R2 5’-ACCCGAGCAGGCAGTCAGA-3’ 62 °C 

3 + 4 
AEBP1-Ex3F-2 5’-CGCCCACCTGCTTCTGGA-3’ 60 °C 

DHPLC 
AEBP1-Ex4R-2 5’-CAGGTGGGGCTGGCAGGA-3’ 62 °C 

5 + 6 
AEBP1-Ex5/6F-2 5’-TGGGCCCATCCCAGCCTT-3’ 61 °C 

DHPLC 
AEBP1-Ex5/6R-2 5’-ACCTGCCTATGTCCCTCAGA-3’ 60 °C 

7 
AEBP1-Ex7/8/9-F 5’-TGTCCTGCTGAGCTCCTGT-3’ 59 °C 

DHPLC 
AEBP1-Ex7-R 5’-AGGTGGCCTTCAGGGCAG-3’ 61 °C 

8 
AEBP1-Ex8/9-F 5’-CATGGTCCTCAAAGCCCAGA-3’ 60 °C Real-time 

PCR AEBP1-Ex8-R 5’-TCAGGAGTCCAGATGCTGC-3’ 59 °C 

9 
AEBP1-Ex9-F 5’-GCAGCATCTGGACTCCTGA-3’ 59 °C Real-time 

PCR AEBP1-Ex7/8/9-R 5’-TTGGGCCAGTCACTTGTCC-3’ 59 °C 

10 + 11 
AEBP1-Ex10/11-F 5’-TCCTTGGTTCTGGGTTTGGT-3’ 58 °C Real-time 

PCR AEBP1-Ex10/11-R 5’-GCCCACTGGAATCTCCTTAA-3’ 58 °C 

12 
AEBP1-Ex12-F 5’-AGCTCTTAAATTCTTGGGGC-3’ 56 °C Real-time 

PCR AEBP1-Ex12-R 5’-CAGGCCTCAGAGCAGTACT-3’ 59 °C 

13 + 14 
AEBP1-Ex13/14-F 5’-TGGCTCTGCTCCCATTGTCT-3’ 60 °C Real-time 

PCR AEBP1-Ex13/14-R 5’-AGAAGCACCAGGCACACAC-3’ 59 °C 

15 
AEBP1-Ex15-F 5’-TGGAAGTGGAAGGGGCATG-3’ 59 °C Real-time 

PCR AEBP1-Ex15-R 5’-CAAGCCAGAATCCCCAGAGA-3’ 60 °C 

16 
AEBP1-Ex16-F 5’-GTCTGGGTCCTTCCTCAGCT-3’ 63 °C Real-time 

PCR AEBP1-Ex16-R2 5’-GCTACCCACACCCCCACAA-3’ 62 °C 

17 
AEBP1-Ex17-F2 5’-TGTGGGTAGCCGATGCCTA-3’ 59 °C Real-time 

PCR AEBP1-Ex17-R2 5’-CTGCTCCCTCCTGCCCTTT-3’ 62 °C 

18 
AEBP1-Ex18-F 5’-ATGGAGGGTGATCGGGCTA-3’ 59 °C Real-time 

PCR AEBP1-Ex18-R 5’-GGACAGATACAGACCCAAAG-3’ 58 °C 

19 
AEBP1-Ex19-F 5’-GAGAGGGGCTGACTTTGGG-3’ 62 °C Real-time 

PCR AEBP1-Ex19-R 5’-ATCCAGGAGCCTGTGCAGC-3’ 62 °C 

20 
AEBP1-Ex20-F 5’-CTTCCTGAGGACCAGCAGC-3’ 62 °C Real-time 

PCR AEBP1-Ex19/20-R 5’-CTGCTCGCTGAGTTCCTCAA-3’ 60 °C 

21a 
AEBP1-Ex21-F 5’-CAGGACTGAGTGGGAGGGT-3’ 62 °C 

DHPLC 
AEBP1-Ex21-R 5’-CTATGGTAGTGCTCAGGGTG-3’ 60 °C 
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Liste BRCA1/BRCA2 – negative Patientinnen der Risikogruppe A  

(Gynäkologische Tumorgenetik Klinikum Rechts der Isar): 
DNA# Kat ED weitere Tumore Leipzig-ID Platte Position 
18726 A 39  04-0065-205 1 D2 
10690 A 71  04-0113-303 1 A1 
18888 A 40  04-0122-302 1 H2 
20161 A 39  04-0127-403 1 A7 
10885 A 39+39  04-0142-301 1 B1 
18822 A 59  04-0162-401 1 F2 
12340 A 38+57  04-0166-202 1 C1 
12648 A 46+47  04-0207-302 1 D1 
13290 A 39  04-0218-302 1 E1 
13786 A 48  04-0232-301 1 F1 
15737 A 44+44  04-0284-210 1 G1 
18865 A 33+35  04-0300-301 1 G2 
18706 A 45  04-0356-301 1 C2 
20737 A 67  04-0358-201 1 B11 
18444 A 45  04-0412-402 1 A2 
18488 A 32 DCIS 04-0423-405 1 B2 
20000 A 42  04-0504-302 1 E6 
19023 A 58+62  04-0514-302 1 A3 
19272 A 46  04-0589-301 1 D3 
19251 A 46+46  04-0602-301 1 C3 
19456 A 42+43  04-0615-202 1 H3 
19447 A 25+33  04-0627-401 1 G3 
19401 A 37+37  04-0636-301 1 F3 
19458 A 49  04-0647-301 1 A4 
19549 A 44  04-0651- / 1 C4 
19514 A 39  04-0653-301 1 B4 
19634 A 45  04-0662-302 1 F4 
19679 A 46  04-0683-301 1 G4 
20186 A 38+38  04-0691-203 1 E7 
19861 A 40+40  04-0711-401 1 H5 
19997 A 44  04-0748-302 1 D6 
20095 A 39+52  04-0767-402 1 G6 
20573 A 49  04-0768-202 1 C9 
20179 A 40  04-0780-301 1 C7 
20232 A 44  04-0785-405 1 F7 
20583 A 28  04-0796-305 1 D9 
20563 A 48  04-0797-302 1 A9 
20527 A 46  04-0838-301 1 F8 
20571 A  DCIS 44 04-0843-401 1 B9 
20421 A 47  04-0847-401 1 H1 
20646 A 48  04-0859-401 1 C10 
20631 A 28  04-0900-401 1 A10 
19072 A 46  14-0022-411 1 B3 
19391 A 54  14-0033-301 1 E3 
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19833 A 49  14-0061-401 1 G5 
19795 A 58  14-0067-309 1 F5 
19556 A 41  14-0117-402 1 D4 
19794 A 80  14-0147-202 1 E5 
20178 A 42  14-0160-503 1 B7 
19690 A 63 Uterus Ca 63 14-0176-302 1 H4 
19773 A 40  14-0199-401 1 C5 
19775 A 42+64  14-0202-401 1 D5 
19901 A 43  14-0244-401 1 B6 
19921 A 50  14-0251-307 1 C6 
20054 A 46  14-0281-301 1 F6 
20112 A 40  14-0286-319 1 H6 
20303 A 40  14-0357-401 1 B8 
20338 A 32+34  14-0369-301 1 C8 
20499 A   14-0406- / 1 D8 
20543 A 27+48  14-0433-401 1 G8 
20604 A 28+32  14-0457-401 1 G9 
20600 A 33  14-0467-401 1 F9 
20820 A 27  14-0469-402 1 H11 
20648 A 39  14-0478-301 1 E10 
20767 A 40  14-0487-204 1 E11 
20719 A 55  14-0500-401 1 A11 
20761 A 37+37  14-0505-401 1 D11 
20743 A 32+32  14-0513-302 1 C11 
20870 A 50  14-0524-202 1 E12 
20871 A 64  14-0524-205 1 F12 
20833 A 39  14-0535-402 1 A12 
20841 A 59  14-0538-302 1 C12 
20802 A 41+47  14-0547-301 1 F11 
20834 A 66  14-0551-301 1 B12 
21825 A 54  04-0416-304 2 H5 
22281 A 43  04-0648-302 2 A9 
21114 A 44+44  04-0912-401 2 C2 
21097 A 45  04-0955-305 2 G1 
20894 A 43 DCIS 43 04-0963-301 2 B1 
22602 A 49+57  04-0969-402 2 G10 
21150 A 49+49  04-0986-305 2 G2 
21151 A 50  04-1012-401 2 H2 
21159 A 41  04-1014-801 2 A3 
21149 A 43  04-1015-302 2 F2 
21214 A 47  04-1034-503 2 F3 
21446 A 51  04-1084-303 2 C4 
21686 A 70  04-1105-305 2 H4 
21630 A 53+53  04-1119-401 2 E4 
21839 A 39  04-1159-501 2 B6 
21932 A 38+48  04-1173-301 2 C6 
22095 A 32  04-1207-301 2 A7 
22106 A 44  04-1216-401 2 C7 
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22183 A 43+43  04-1228-401 2 B8 
22182 A 63  04-1240-301 2 A8 
22225 A 27+27  04-1243-401 2 C8 
22341 A 43  04-1280-301 2 B9 
22622 A 69  04-1283-302 2 C11 
22495 A 37  04-1289-303 2 A10 
22528 A 28  04-1322-301 2 E10 
22619 A 72  04-1328-302 2 B11 
22639 A 50  04-1341-302 2 D11 
22676 A   04-1350-401 2 F11 
22728 A 45  04-1365-401 2 G11 
22845 A 41  04-1389-304 2 C12 
22863 A 53  04-1393-301 2 D12 
22363 A 49  14-0214-402 2 C9 
21071 A 42+59  14-0496-317 2 E1 
20915 A 48  14-0573-301 2 C1 
21015 A 54  14-0616-401 2 D1 
21112 A 42  14-0647-301 2 B2 
21115 A 42  14-0653-407 2 D2 
21110 A 46  14-0656-301 2 A2 
21767 A 49  14-0663-304 2 D5 
21140 A 38  14-0665-301 2 E2 
21163 A 46  14-0667-501 2 B3 
21752 A 31  14-0691-401 2 B5 
21213 A 50  14-0696-301 2 E3 
21210 A 43  14-0701-401 2 D3 
21246 A 44  14-0705-305 2 G3 
21386 A 50  14-0733-301 2 A4 
21366 A 49  14-0752-301 2 H3 
21440 A 36  14-0776-401 2 B4 
21614 A 40+64  14-0815-301 2 D4 
21663 A 46  14-0830-202 2 G4 
21649 A 64  14-0834-301 2 F4 
21738 A 43+51  14-0876-401 2 A5 
21827 A 31  14-0892-304 2 A6 
21952 A 30+47  14-0963-202 2 D6 
21991 A 40+45  14-0979-307 2 E6 
22040 A 49  14-1010-401 2 F6 
22090 A 43  14-1036-401 2 H6 
22080 A 45  14-1071-401 2 G6 
22135 A  OvCa 37 14-1079-302 2 D7 
22175 A 48  14-1084-301 2 H7 
22956 A 32+38  14-1093-404 2 A1 
22235 A 40  14-1094-302 2 F8 
22418 A 42  14-1105-303 2 F9 
22227 A 45  14-1115-202 2 D8 
22231 A 41  14-1117-301 2 E8 
22404 A 41  14-1168-404 2 D9 
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22406 A 37  14-1175-501 2 E9 
22500 A 45 OvCa 38 14-1187-303 2 B10 
22604 A 36  14-1274-303 2 H10 
22611 A 45+45  14-1283-301 2 A11 
22779 A 49  14-1353-401 2 H11 
22795 A 46  14-1357-301 2 B12 
22790 A 44  14-1360-301 2 A12 
22885 A 40  14-1389-302 2 E12 
22940 A 38+38  14-1461-401 2 F12 
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