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Vorwort

Vererbung ist ein Autobus,

in dem alle unsere Vorfahren sind und
aus dem ab und zu einer von ihnen
den Kopf herausstreckt und uns aus

der Fassung bringt.

Oliver Wendell Holmes (1809 - 1894),

US-amerikanischer Arzt und Essayist
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Zusammenfassung

Einleitung: Fiinf bis zehn Prozent aller Mamma- und Ovarialkarzinome basieren auf
einem genetischen Hintergrund. Knapp die Hélfte dieser hereditiren Karzinome wird
durch Mutationen in den Tumorsuppressorgenen BRCA1 und BRCA2 hervorgerufen. Das
Auftreten von BRCA1/2-Mutationen und deren assoziierte Mamma- und Ovarialkarzinome
wurde fiir das Kollektiv der Genetikberatungsstelle der Universititsfrauenklinik Graz
untersucht.

Patienten und Methoden: Retrospektiv wurden die Daten von 419 Ratsuchenden der
Genetikberatungsstelle der Abteilung fiir Gynédkologie an der Universititsfrauenklinik
Graz im Zeitraum von 1999 bis Februar 2010 evaluiert. Daten iiber Identitit,
Familienanamnese und Erkrankungsverlauf bereits erkrankter Ratsuchender wurden den
Patientenakten und dem klinischen Computersystem der Gyndkologischen Ambulanz
entnommen. Die Ergebnisse der genetischen Testungen und Daten {iber das Auftreten von
Polymorphismen stammen aus dem Institut fiir Humangenetik der Medizinischen
Universitit Graz, sowie vor 2006 aus dem AKH Wien.

Ergebnisse: 312  Ratsuchende erfiillten die Einschlusskriterien flir eine
molekulargenetische Untersuchung. 63 BRCAI1- und 24 BRCA2-Mutationstragerlnnen
wurden identifiziert. Die hdufigste aufgetretene Mutation war C61G in Exon 5 des
BRCA1-Gens (21%). Im Gesamtkollektiv (n=419) traten 228 Mammakarzinome und 38
Ovarialkarzinome auf. 50 Mamma- und 13 Ovarialkarzinome waren BRCA1-bedingt, 22
Mamma- und 3 Ovarialkarzinome waren BRCA2-bedingt. Mutationstridgerinnen
erkrankten durchschnittlich mit 39 (BRCA1) bzw. 42 (BRCA2) Jahren an einem
Mammakarzinom und mit 48 (BRCA1l) bzw. 52 (BRCA2) Jahren an einem
Ovarialkarzinom. Der Grofiteil der BRCA1- und BRCA2-bedingten Mammakarzinome
war invasiv-duktal (86% vs. 72%), wobei BRCA1-assoziierte Karzinome haufiger schlecht
differenziert (G3) waren als BRCA2-positive Karzinome (70% vs. 45%). Die
Hormonrezeptorexpression der BRCA1-bedingten Mammakarzinome war hiufiger negativ
als jene der BRCA2-bedingten Mammakarzinome (70% vs. 35%).

Die Mehrheit der BRCA1- und BRCA2-bedingten Ovarialkarzinome zeigte ein serdses
Wachstum (76% vs. 100%) mit einem schlechten Differenzierungsgrad (G3). 25
Ratsuchende (15 BRCAI1- und 7 BRCA2-Mutationstragerinnen) unterzogen sich einer

prophylaktischen Operation.
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Diskussion: Das hereditire Mamma- und Ovarialkarzinom stellt eine eigene komplexe
Erkrankung dar, die sich nicht nur hinsichtlich Pathogenese, Histopathologie,
Friihdiagnostik und Privention, sondern zukiinftig auch durch neue therapeutische

Moglichkeiten von sporadischen Karzinomen unterscheidet.



Abstract

Introduction: Five to ten percent of all breast and ovarian cancer cases are of hereditary
origin. In most cases a mutation in the tumorsuppressor genes BRCA1 and BRCA2 is
responsible for hereditary breast and ovarian cancer. We investigated the incidence of
BRCA1/2-mutations and their association to breast and ovarian cancer in a female cohort
who attended a risk evaluation center for molecular genetic testing.

Patients and Methods: The retrospective analysis included 419 individuals that attended
the risk evaluation center at the Department of Obstetrics and Gynecology at the Medical
University of Graz in the period of 1999 to February 2010. Baseline and clinical data and
course of disease were obtained from the hospital database and from the health records at
the gynecological outpatient department. Data regarding genetic test results and the
occurence of single nucleotide polymorphisms were derived from the Institute of Human
Genetics at the Medical University of Graz.

Results: 312 individuals met the inclusion criteria for molecular genetic testing. 63
BRCA1 and 24 BRCA2 mutation carriers were identified. The most frequent mutation was
C61G in the BRCA1 gene (21%). 228 breast cancer and 38 ovarian cancer cases occured in
the total sample (n=419). 50 breast cancer cases were related to BRCA1 and 22 were
related to BRCA2 mutations. 13 ovarian cancer cases were associated with BRCA1 and 3
were associated with BRCA2 mutations. BRCA1 and BRCA2 carriers were 39 and 42
years of age at diagnosis of first invasive breast cancer and 48 (BRCA1) and 52 (BRCA2)
years at diagnosis of first ovarian cancer. Both, BRCA1 and BRCA2 breast cancers, were
very frequently of invasive ductal type (86% vs. 72%), however BRCA1 related cancers
were more often high graded (G3) than BRCAZ2-related breast cancers (70% vs. 45%).
Hormone receptor expression of BRCAI related breast cancers were more likely to be
negative than BRCA2-associated breast cancers (70% vs. 35%). The majority of BRCA1
and BRCA2 ovarian cancers were of serous type (76% vs. 100%) and high grade lesions.
25 patients (15 BRCA1 and 7 BRCA2 mutation carriers) opted for prophylactic surgery.
Discussion: Hereditary breast and ovarian cancer represents a complex malignancy with
different characteristics in pathogenesis, histopathology, prevention and prospectively with

new therapeutic modalities than seen in sporadic cancers.
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1 Einleitung

Fiir die Entstehung von Brust- und Eierstockkrebs ist eine Reihe von Risikofaktoren
bekannt. Der GroBteil aller Mamma- (70 - 80%) und Ovarialkarzinome (bis zu 90%) tritt
bei Frauen durchschnittlich in der 6.Lebensdekade auf und hat eine sporadische Genese
[1],[2],[3]. Bei einer Haufung von Brust- und/oder Eierstockkrebserkrankungen innerhalb
einer Familie ohne eine Mutation bzw. einen erkennbaren Erbgang nachzuweisen, spricht
man von familidrem Brust- und Eierstockkrebs [1],[4]. 5 - 10% aller Mamma- und

Ovarialkarzinome basieren allerdings auf einem hereditdren Hintergrund [3],[5].

15-20%
familiar Unbekannte
A [— Gene mit
5-10% variablen
iy assoziierten
20-80% hereditar el
sporadisch 54%
\ 4
\ CHEK2
TP53 5%
<1%

Abbildung 1: Der genetische Hintergrund von Brustkrebs [1],[6].

Bis zu 40% aller erblich bedingten Mammakarzinome sind durch heterozygote
Keimbahnmutationen in den Genen BRCA1 (Breast Cancer 1, early onset) und BRCA2
(Breast Cancer 2, early onset) verursacht (Abbildung 1) [4],[7],[8],[9]. Beide Gene spielen
entscheidende Rollen in DNA-Reparaturmechanismen und zeigen eine hohe Penetranz.
Ihre Entdeckung hat es moglich gemacht, eine genetische Untersuchung dieser Gene
Personen anzubieten, die eine familidre Belastung fiir Mamma- und/oder Ovarialkarzinome
zeigen. In der vorliegenden Arbeit wurden das Auftreten von BRCA1/2-Mutationen und
deren assoziierte Mamma- und Ovarialkarzinome von Patientinnen untersucht, die eine

genetische Beratung an der Universititsfrauenklinik in Graz erhalten haben.



1.1 BRCA1 und BRCA2

BRCAL befindet sich am langen Arm von Chromosom 17
an Position 21 und besteht aus 24 Exons, von welchen 22
ein Protein aus 1863 Aminosiduren kodieren [10]. Mit
Hilfe von Koppelungsanalysen gelang es Mikki et al.
BRCATI im Jahr 1994 zu identifizierten [11].

BRCA2 liegt am langen Arm von Chromosom 13 an
Position 12.3, bestehend aus 27 Exons, die ein Protein aus
3418 Aminosduren kodieren, welches damit eines der
groBten Polypeptide im menschlichen Proteom darstellt
(Abbildung 2) [9],[10]. Es wurde erstmals von Wooster et
al. kloniert und war neben BRCA1 die bisher einzige
bekannte Keimbahnmutation, die mit cinem hohen
Lebenszeitrisiko fiir Mamma- und

Ovarialkarzinomerkrankungen einhergeht [12],[13].

Jeder Mensch, d.h. Frauen und Minner, trigt diese Gene
von Geburt an im Erbgut und beide werden ubiquitidr im
menschlichen Korper exprimiert, mit dem hdchsten Gehalt

in den Ovarien, den Hoden und dem Thymus [15].

In dem seit mehr als 10 Jahren bekannten Rad51C-Gen,
ein Subtyp der Rad51-Genfamilie, wurden kiirzlich von
deutschen =~ Wissenschaftlern  sechs  hochpenetrante
Mutationen identifiziert, welche ebenfalls mit dem
Auftreten von Mamma- und Ovarialkarzinomen assoziiert
sind [14]. Diese Mutationen traten ausschlieBlich in
Familien auf, in denen Mamma- und Ovarialkarzinome
gemeinsam vorkamen, mit einem deutlich fritheren
Erkrankungsalter als jenes bei sporadisch auftretenden
Karzinomen  [14]. Weitere  Karzinom-assoziierte
Suszeptibilititsgene werden im Bereich dieser DNA-

Reparaturwege vermutet [14].

Eo-13p1 3

17925.2

17924 1
17922

17q21.2

17pl2

Abbildung 2: Graphische
Darstellung von BRCA1 (oben)
und BRCA2 (unten) am
Chromosom 13 und 17 [8],[9].



1.1.1 Funktionen von BRCA1 und BRCA2

BRCA1 und BRCA2 zdhlen zur Klasse der sogenannten Tumorsuppressorgene. Wie auch
andere Gene dieser Gruppe ist es ihre Aufgabe, die Zelle vor unkontrolliertem Wachstum
zu schiitzen und einer malignen Entartung vorzubeugen [8],[9]. Beide Gene interagieren
mit einer Reihe von anderen Genen, unter anderem mit Rad51, einem DNA-Reparaturgen,
welches eine Schliisselfunktion in der Wiederherstellung von DNA-Doppelstrangbriichen
besitzt (Abbildung 3) [10].

Neben Prozessen wie der DNA-Reparatur und Rekombination, wird ihnen eine Beteiligung
an der Kontrolle der Transkription und die Regulierung des Zellzyklus zugesprochen
[16],[17]. In BRCA1/2-defizienten Zellen wird geschddigte DNA {iber einen fehlerhaften
Mechanismus repariert [18]. Es wird angenommen, dass die dabei entstehende

chromosomale Instabilitit das ausschlaggebende Ereignis fiir die Karzinogenese ist [18].

Chromatin
remodeling

Homaoiogous
recombination

Abbildung 3: Das BRCA1-Netzwerk [18].



1.1.2 Vom Tumorsuppressorgen zur Tumorentstehung

Einen wesentlichen Beitrag zur Erkldrung der Tumorgenese in Abhidngigkeit der
hereditdren Disposition leistete Alfred G. Knudson. Die von ithm 1971 verdffentlichte
Hypothese besagt, dass zwei unabhidngige Mutationen auf beiden Allelen eines
Tumorsuppressorgens notwendig sind, um eine Tumorentstehung zu initiieren [19]. Diese
Erkenntnis beruhte auf der Beobachtung von Kindern, die an einem Retinoblastom
erkrankt waren [19]. Bei etwa 40% der erkrankten Kinder lag eine genetische Disposition
fiir die Tumorentwicklung vor, wobei in diesen Fillen hdufiger ein bilateraler Befall und
ein jiingeres Manifestationsalter vorhanden waren [19]. In 60% der Félle war keine
hereditére Disposition bekannt, wohingegen nur unilaterale Retinoblastome auftraten [19].
Aufgrund dieses Zusammenhangs nahm Knudson an, dass im Falle des hereditdren
Retinoblastoms ein mutiertes Allel bereits liber die Keimbahn vererbt wurde und eine
somatische Mutation im zweiten Allel zur Tumorentstehung fiihrte [20]. Die sporadische
Form stellt dagegen das Ergebnis von zwei somatischen Mutationen dar (Abbildung 4)

[20].
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Abbildung 4: ,,Two-hit“ Tumorentwicklung in einem hereditiren und sporadischen Retinoblastom.
Ein ,one-hit“ Klon ist der Prikursor des Tumors im sporadischen Retinoblastom, wihrend alle

Retinoblasten ,,one-hit* Klone im hereditiren Retinoblastom sind [20].



Dieses ,,Two-Hit*“ Modell der Tumorgenese lidsst nach demselben Prinzip eine mogliche
Erklarung fiir das Auftreten BRCA1/2-assoziierter Karzinome schaffen [21]. Personen mit
einer Pridisposition fiir ein BRCA1/2-assoziiertes Mamma- und Ovarialkarzinom tragen
eine BRCA1- oder BRCA2-Keimbahnmutation in jeder Korperzelle (,,first hit™) [21]. Es
wird angenommen, dass ein zweites Ereignis (,,second hit*) im Wildtyp-BRCA-Allel in
einer Zelle des Brust- oder Eierstockgewebes erforderlich ist, damit es zur vollstindigen
Inaktivierung und zum Funktionsausfall des entsprechenden Gens kommt und somit der
Grundstein der Tumorinitiation gelegt ist [5],[21]. Dieses Ereignis tritt in der Regel erst im
Erwachsenenalter auf und kann im Tumor durch den Verlust der Heterozygotie
nachgewiesen werden [5],[22]. Aufgrund der unvollstindigen Penetranz kommt es nicht

bei allen MutationstragerInnen zu einem ,,second hit* [7],[22].

1.1.3 Die BRCA - Mutation

Einer BRCA1- und BRCA2-Mutation liegt ein monogener autosomal dominanter Erbgang
zugrunde [5]. Die Mutation wird in der Regel heterozygot, das heiflit auf einer Genkopie,
an sowohl weibliche als auch ménnliche Nachkommen mit einer Wahrscheinlichkeit von
50% vererbt [5]. Homozygote Mutationen kénnen vorkommen, werden in der Literatur
jedoch als extrem selten beschrieben [15]. Es wird angenommen, dass homozygote

BRCA1/2-Mutationen mit einer verminderten Lebensfahigkeit einhergehen [15].

Bisher wurden weltweit mehr als 2000 Varianten in BRCA1 und mehr als 1000 Varianten
pathogener Mutationen in BRCA2 beschrieben [7],[22]. In beiden Genen finden sich am
hiufigsten Missense-, Nonsense-Mutationen und Leserasterverschiebungen [23],[24]. Die
meisten BRCA-Veridnderungen konnen im Rahmen einer Sequenzierung des gesamten
Gens eindeutig kategorisiert werden [5]. Dartliber hinaus gibt es zahlreiche Verdnderungen
im Sinne von Aminosdurenaustauschen und putativen Spleiverdnderungen, deren
Bedeutung fiir die Krankheitsentstehung (noch) nicht eingeschitzt werden kann [7],[22].
Diese werden als ,Unclassified Variants“ (UV) bezeichnet [25]. Eine nédhere

Konkretisierung des Erkrankungsrisikos ist hiermit nicht méglich [22].



1.1.4 Frequenz und geographische Verteilung in unterschiedlichen

Bevolkerungsgruppen

Grundsitzlich treten BRCA1- und BRCA2-Mutationen in der Gesamtbevilkerung eher
selten auf, allerdings zeigen einige Mutationen in diesen beiden Genen eine Haufung [25].
Diese Prédvalenz variiert stark zwischen unterschiedlichen ethischen Gruppierungen und
geographischen Arealen [25]. Hinweise darauf geben sogenannte Griindermutationen
(founder mutations), die vermutlich schon vor Jahrhunderten neu aufgetreten sind und
innerhalb einer regional oder kulturell homogenen Population weitervererbt werden [25].
In diesen Bevdlkerungsgruppen erscheint es daher im Rahmen der molekulargenetischen
Untersuchung sinnvoll, unter anderem auch aus Kostengriinden, primir nach diesen

haufigen Mutationen zu suchen [26].

Ein hdufiges Vorkommen von Griindermutationen findet sich in der Bevilkerungsgruppe
der Ashkenazi-Juden [25]. Hier verursachen die beiden Mutationen 185delAG und
5382insC im BRCA1-Gen und die Mutation 6174delT im BRCA2-Gen mehr als 90% aller
hereditairen Mamma- und Ovarialkarzinomerkrankungen [15],[26],[27]. Da eine dieser drei
Griindermutationen in zwei Prozent aller Ashkenazi-Juden auftritt, wurde diese kleine
Bevolkerungsgruppe sehr ausgiebig untersucht und trug einen groflen Anteil zum
derzeitigen Wissen iiber Penetranz und Pathologie dieser hereditdren Karzinome bei [18].
Die Mutation 5382insC ist auBBerdem in Polen, Russland und anderen osteuropiischen
Staaten weit verbreitet, wobei sie auch in europédischen Populationen hiufig auftritt [15].

Eine weitere hiufig vorkommende Griindermutation, 999del5 in BRCA2, findet sich in der
Mehrheit aller familidren Mammakarzinome in der Population von Island [15]. Es wird

angenommen, dass einer von 200 Isldndern diese Mutation in sich tragt [15].

1.1.5 Erkrankungsrisiken von BRCA1/2 - Mutationstragerinnen

Frauen mit einer nachgewiesenen BRCA1- oder BRCA2-Mutation haben ein erhohtes
Lebenszeitrisiko, an einem Mamma- und einem Ovarialkarzinom zu erkranken [25]. Die
Penetranzschitzungen variieren in der Literatur abhingig von dem Gen und der
untersuchten Bevolkerung, wobei auch das Studiendesign eine Rolle zu spielen scheint
[5],[28],[29]. Basiert das Studienkollektiv auf selektierten Hochrisikofamilien, ergibt sich
ein insgesamt hoheres Lebenszeitrisiko als in einem Kollektiv, welches hinsichtlich der

Familienanamnese unselektiert ist [29]. Das Lebenszeitrisiko bei einer BRCA 1-Mutation



an einem Mammakarzinom zu erkranken liegt bei bis zu 80%, das Risiko fiir ein
Ovarialkarzinom bei etwa 45% (Abbildung 5) [5]. Im Fall einer BRCA2-Mutation betrigt
das kumulative Lebenszeitrisiko fiir ein Mammakarzinom ca. 70-80% bzw. fiir ein
Ovarialkarzinom 25% [5]. Im Vergleich befindet sich das Lebenszeitrisiko der
Normalbevdlkerung, an einem Mammakarzinom bzw. an einem Ovarialkarzinom zu

erkranken bei 8-10% bzw. bei ca. 1,5% [2].
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Abbildung 5: Altersbezogene Erkrankungswahrscheinlichkeit fiir BRCA1/2-Mutationstrigerinnen [S].

Die hochste Inzidenz des BRCA1-assoziierten Mammakarzinoms befindet sich im Bereich
der vierten Lebensdekade, wobei das Erkrankungsrisiko bereits ab dem 25.Lebensjahr
kontinuierlich  ansteigt [30]. Fir BRCA2-Mutationtrdgerinnen  scheint das
Erkrankungsrisiko fiir Brustkrebs eher kontinuierlich mit dem Lebensalter zu steigen [4].
Im Vergleich liegt das mittlere Erkrankungsalter des sporadisch auftretenden

Mammakarzinoms bei 63 Jahren [2].

Das Risiko einer BRCAI1-Mutationstrigerin, an einem Ovarialkarzinom vor dem
40.Lebensjahr zu erkranken, wird als gering gesehen, wobei das weitere jéhrliche
Erkrankungsrisiko mit 1-2% zunimmt [15]. Im Fall einer BRCA2-Mutation wird das
Risiko fiir ein Ovarialkarzinom vor dem 50.Lebensjahr ebenfalls niedrig eingestuft, nach

der fiinften Lebensdekade steigt das Erkrankungsrisiko allerdings steil an [15].



Das Zehnjahresrisiko einer BRCA-Mutationstrdgerin, ein kontralaterales Mammakarzinom
zu entwickeln, liegt bei etwa 20 - 40% [31]. Das Risiko, an einem Rezidiv zu erkranken,
scheint in den ersten fiinf Jahren nach Erstdiagnosestellung dem Rezidivrisiko eines
sporadischen Mammakarzinoms &hnlich zu sein [31]. Die meisten sogenannten BRCA-
assoziierten Rezidive im Brustdriisenkérper sind jedoch am ehesten als zweiter
Primértumor zu sehen [31].

Das individuelle Risiko einer Mutationstrdgerin, an einem Karzinom zu erkranken, kann
unter anderem durch weitere genetische oder umweltbedingte Kofaktoren modifiziert

werden, welche sich innerhalb einer Familie haufen [29].
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Abbildung 6: BRCA1 und BRCA2 mit einigen ihrer funktionalen Doménen und Griindermutationen
[15].

Dartiber hinaus gibt es Hinweise, dass der Ort der Mutation das Erkrankungsrisiko
beeinflussen kann [25]. Eine Mutation in einer zentralen Region des BRCA2-Gens, der
sogenannten ,,Ovarian Cancer Cluster Region®, ist mit einem niedrigeren

Mammakarzinomrisiko und einem héheren Ovarialkarzinomrisiko assoziiert, als bei anders



lokalisierten BRCA2-Mutationen (Abbildung 6) [15]. Diese Assoziation konnte dadurch
erklart werden, dass in dieser speziellen Region unter anderem auch Rad51 an BRCA2
bindet [15]. Eine &hnliche zentral gelegene Region in BRCAI1 scheint mit einem
geringeren Risiko fiir Brustkrebs vergesellschaftet zu sein, wobei Mutationen im Bereich

des 3¢ Endes des Gens mit einem geringeren Risiko fiir Eierstockkrebs assoziiert sind [15].

1.1.6 Histopathologische Besonderheiten BRCA1/2 - assoziierter Mamma-

und Ovarialkarzinome

BRCATl-assoziierte Mammakarzinome weisen einen anderen biologischen Phinotyp auf,
als BRCA2-bedingte oder sporadische Mammakarzinome (Tabelle 1) [30]. BRCAI-
positive Mammakarzinome zeigen neben einer schlechten Tumorzelldifferenzierung (meist
G3) einen hoheren Prozentsatz an soliden Tumorkomponenten und eine hohe mitotische
Aktivitat [5],[15]. Die Mehrheit dieser Karzinome weist einen invasiv-duktalen
Wachstumstyp auf, wobei ein signifikant gehdufter Anteil an Karzinomen des medulldren
Subtyps  auftritt [15]. Umgekehrt sind Mammakarzinome von BRCAI-
Mutationstragerinnen weniger hiufig lobulédr differenziert und selten mit duktalen (DIN)
oder lobulédren in situ Karzinomen (LIN) assoziiert [15]. Typischerweise sind BRCAI-
bedingte Mammakarzinome Hormonrezeptor-negativ und ohne Her2/Neu-Uberexpression
[5]. BRCA2-assoziierte Mammakarzinome sind histopathologisch mit dem sporadischen
Brustkrebs gleichzusetzen [30].

Die Prognose von Patientinnen mit BRCA2-assoziierten Mammakarzinomen ist
vergleichbar mit jener von sporadisch auftretenden Karzinomen [5]. Fiir Patientinnen mit
BRCAT1-positiven Mammakarzinomen konnten keine signifikanten Unterschiede beziiglich
des Gesamtiiberlebens im Vergleich zu sporadischen Mammakarzinomen nachgewiesen

werden [32].

Beziiglich der Histopathologie des BRCA-assoziierten Ovarialkarzinoms sind bisher
wenige Daten verfiigbar [33]. Dennoch zeigte sich, dass BRCAIl-assoziierte
Ovarialkarzinome ein hoheres Grading und einen hoheren Prozentsatz an soliden
Tumorkomponenten aufweisen als sporadische Karzinome [33]. AuBlerdem tritt ein hoherer
Anteil an serdsen Adenokarzinomen auf [33], wohingegen muzindse Karzinome und

Borderlinetumoren seltener bei BRCA-Mutationstridgerinnen nachgewiesen werden [18].



Interessanterweise haben BRCAT1-assozierte Ovarialkarzinome eine signifikant bessere

Prognose, als sporadisch auftretende Eierstockkrebserkrankungen [5].

Tabelle 1: Histopathologische Besonderheiten BRCA1/2-assoziierter Mammakarzinome [7],[18].

BRCAA1 pos. BRCAZ2 pos.

75% invasiv duktal

<5% medullarer Subtyp

75% invasiv duktal

Histologie 10% medullérer Subtyp ) ) .
10% invasiv lobular
selten DIN }
haufig DIN
) ) 45% G2 (maRig differenziert)
Grading 75% G3 (schlecht differenziert) ) .
45% G3 (schlecht differenziert)
haufiger ER negativ haufiger ER positiv
Hormonrezeptorstatus o . o »
haufiger PR negativ haufiger PR positiv
Phanotyp basal epithelial luminal
Her2/Neu 95% negativ 95% negativ
Cyclin D1 Expression 90% negativ 60% negativ
p53 Expression 50% positiv 40% positiv

1.1.7 BRCAA1/2 - assoziierte Karzinome

Neben dem erhohten Mamma- und Ovarialkarzinomrisiko haben BRCA1/2-
Mutationstragerlnnen ein erhdhtes Risiko, an anderen Tumorentitdten zu erkranken [34].
Unter anderem besteht ein erhohtes Erkrankungsrisiko fiir das Kolon- und das
Pankreaskarzinom in BRCAI1-Familien, ein erhohtes Risiko konnte zudem auch fiir
Zervix-, Endometrium-, Tuben- und Magenkarzinome bestehen [15]. Mammakarzinome
des Mannes kommen auch in BRCA1-Familien vor, das damit verbundene hereditére
Risiko ist jedoch unklar [15].

In BRCA2-Familien treten gehduft Pankreaskarzinome, Mammakarzinome des Mannes,
maligne Melanome, Prostata-, Magen- und Gallengangskarzinome auf [15],[22],[35]. Ein
zwei- bis dreifach erhdhtes Risiko fiir oben genannte Erkrankungen rechtfertigt jedoch
nicht die Indikation flir Screeninguntersuchungen auBlerhalb der allgemeinen
Vorsorgemallnahmen [30]. Die einzige Ausnahme stellt die familidre Haufung des
Pankreaskarzinoms dar, mit der Indikation =zur endoskopisch retrograden
Cholangiopankreatikographie (ERCP) als Screeningmethode [30]. Fiir alle anderen

Malignome miissen Empfehlungen aus klinischen Studien abgewartet werden [30].
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1.1.8 Mannlicher Brust- und Prostatakrebs

Das Mammakarzinom des Mannes ist grundsitzlich selten, jedoch ist etwa fiir 15-20%
aller mannlichen Mammakarzinome eine BRCA2-Mutation verantwortlich [22],[36]. 2007
erkrankten in Osterreich 42 Minner an einem Mammakarzinom, d.h. unter 1000 Ménnern,
die in einem Jahr an Krebs erkrankten, lautete bei zweien die Diagnose Brustkrebs [37].

Nur in vereinzelten Fillen wurden bisher BRCA1-Mutationen beschrieben [5]. Positiv
getestete BRCA2-Mutationstriger miissen mit einem etwa 10% Lebenszeitrisiko, an einem
Mammakarzinom zu erkranken, rechnen [5]. Die Kenntnis des Mutationsstatus eines
Mannes in BRCA2-Familien ist damit fiir eine individuelle Risikoeinschétzung
hinsichtlich des Brustkrebses niitzlich, um gegeben falls mit einer Fritherkennung beginnen
zu konnen [36]. Eine intensivierte Fritherkennung mittels Tastuntersuchung, Sonographie
und Mammographie der Brust wird empfohlen, obwohl standardisierte Empfehlungen
bisher fehlen [5]. Aufgrund der oft spit gestellten Diagnose haben Minner, die an einem
Mammakarzinom erkrankt sind, hdufig eine stadienbedingte schlechtere Prognose [5]. Aus
diesen genannten Griinden sollten auch besonders ménnliche Mutationstriger iiber die

prophylaktische bilaterale Mastektomie aufgeklért werden.

Das Prostatakarzinomrisiko wird ebenfalls hoher fiir BRCA2- als fir BRCAI-
Mutationstrager angegeben, mit einem kumulativen Risiko von etwa 7% bis zum
70.Lebensjahr, an einem Prostatakarzinom zu erkranken [34]. Zudem scheint das
Erkrankungsrisiko von BRCA2-Mutationstrigern von dem Alter und von der
Mutationslokalisation abhéngig zu sein [34]. Méinner unter 65 Jahren haben ein hoheres
relatives Risiko an einem Prostatakarzinom zu erkranken, als entsprechend dltere Ménner
[34]. Zusitzlich sind Mutationen, die sich auBlerhalb der ,,Ovarian Cancer Cluster Region*
befinden, mit einem hdheren Prostatakarzinomrisiko assoziiert (34%) als Mutationen,

welche sich innerhalb dieser Region befinden (19%) [18],[34].
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1.2 Hereditare Mamma- und Ovarialkarzinom assoziierte Syndrome

Neben BRCAI1 und BRCA2 sind weitere Gene bekannt, die allerdings nur fiir einen
geringen Teil der hereditiren Mamma- und Ovarialkarzinomerkrankungen verantwortlich

sind und haufig im Rahmen von Tumorsyndromen vorkommen konnen (Tabelle 2) [3],[5].

Tabelle 2: Mamma- und Ovarialkarzinom assoziierte Syndrome [28],[38].

Syndrom Gen Genlokalisation
Li-Fraumeni-Syndrom TP53 17p13.1
Cowden-Syndrom PTEN 109.23.3
Peutz-Jeghers-Syndrom STK11 19p13.3
HNPCC MLH1 3p21.3

MSH2 2p22-p21

MSH3 5q911-q12

MSH6 2p16

PMS1 29311

PMS2 7p22.2

1.2.1 Tp53 und das Li-Fraumeni-Syndrom

Keimbahnmutationen in Tp53 stellen die molekulare Basis des Li-Fraumeni-Syndroms dar,
welches mit einer familidren Pridisposition fiir Karzinome im jugendlichen Alter
einhergeht, mit einem 50% Risiko vor dem 40.Lebensjahr zu erkranken [39]. Im Vergleich
liegt das Risiko in der Durchschnittsbevolkerung bei 1% [39]. Bei Tp53-
Mutationstragerinnen  tritt am  hiufigsten das Mammakarzinom, gefolgt von
Weichteilsarkomen, Adrenokortikalen Karzinomen, Gehirntumoren, Osteosarkomen und
Leukdmien, auf [39]. Tp53-assoziierte Mammakarzinome betreffen ausschlieBlich Frauen,
mit einer Haufung in der zweiten bis vierten Lebensdekade und sind fiir etwa 1% aller

familidren Mammakarzinome verantwortlich [28],[39].

1.2.2 PTEN und das Cowden-Syndrom

Das Cowden-Syndrom wird durch das Auftreten multipler Hamartome und einer Haufung
von bosartigen Tumoren charakterisiert [40]. Hamartome treten vor allem im Bereich der

Haut, der Brust, der Schilddriise, des Gastrointestinaltrakts, des Endometriums und des
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Gehirns auf [40]. Mutationstridgerinnen haben ein 30-50% Risiko, ein Mammakarzinom bis
zum 70.Lebensjahr zu entwickeln und ein erhéhtes Risiko, an einem Schilddriisenkarzinom
zu erkranken [40],[41]. In 80% aller Familien mit Cowden-Syndrom liegt eine Mutation im
PTEN-Gen vor [41]. Ob es eine Verbindung zu dem sporadisch auftretenden

Mammakarzinom gibt, ist bis jetzt noch unklar [42].

1.2.3 STK11 und das Peutz-Jeghers-Syndrom

Ein ebenfalls erhohtes Mammakarzinomrisiko haben an einem Peutz-Jeghers-Syndrom-
Erkrankte, die Trager einer Mutation im STK11-Gen (frither LKB1) sind [40]. Zusétzlich
treten eine hamartomatdse Polyposis, pigmentierte Maculae im Bereich der
Wangenschleimhaut, der Lippen und der Finger und ein erhohtes Risiko fiir

gyndkologische Karzinome und Tumoren des Gastrointestinaltrakts auf [43].

1.2.4 Hereditares Nonpolyposis-Kolorektalkarzinom-Syndrom (HNPCC)

Beim HNPCC-Syndrom oder Lynch-Syndrom kommt es zum gehduften Auftreten des
hereditdren Kolonkarzinoms [28]. Zumeist liegt eine Mutation in den Genen MSH2 oder
MLHI1 vor. Der Ausfall dieses DNA-Reparatursystems begiinstigt die Akkumulation von
Replikationsfehlern, die sich im Tumor als Mikrosatelliteninstabilitdt nachweisen lassen.
Das kumulative Lebenszeitrisiko eines/r MutationstrdgerIn, an einem Kolonkarzinom zu
erkranken, liegt bei 50 - 80% [44]. Mutationstragerinnen haben additiv ein
Lebenszeitrisiko von 40 - 60%, ein Endometriumkarzinom zu entwickeln bzw. ein 10 -
15% Risiko an einem Ovarialkarzinom zu erkranken [44]. Magenkarzinome, Hauttumoren,
Tumoren des Gehirns und der oberen ableitenden Harnwege und Weichteilsarkome sind
ebenfalls mit HNPCC assoziiert [44]. Obwohl Brustkrebs nicht zu diesem assoziierten
Tumorspektrum zdhlt, wurden Mammakarzinome bei Tragerinnen von Mutationen in
Mismatch-Repair-Genen beschrieben [40],[]44]. Die Verbindung zwischen der
Entwicklung von Brustkrebs und dem HNPCC-Syndrom ist unklar, jedoch ist es moglich,
dass Defekte in Mismatch-Repair-Genen die Bildung von Mutationen in Brustkrebs-

assoziierten Genen fordern [44].
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1.3 Moderat und niedrig penetrante Brustkrebssuszeptibilitiatsgene

Mutationen in Genen, wie ATM, CHEK2, BRIP1 und PALB2 sind im Gegensatz zu
BRCA1/2-Mutationen und Verdnderungen in Tp53 mit einem geringen Brustkrebsrisiko
vergesellschaftet [45]. Mutationen in diesen moderat und niedrig penetranten Genen
kommen mit einer Heterozygotenfrequenz weniger als 1% in der Bevdlkerung vor und
gehen mit einer Risikoerh6hung, an einem Mammakarzinom zu erkranken, bis etwa 10%
einher [5]. Damit ist durch eine alleinige Verdnderung in diesen Genen das
Brustkrebsrisiko als gering einzustufen und vermutlich eine Kombination mit anderen

Genen niedriger Penetranz erforderlich, um eine Erkrankung zu initiieren [5].

1.3.1 ATM und Ataxia teleangiectasia (AT)

Homozygote Mutationen im ATM-Gen fithren zu Ataxia teleangiectasia, einer seltenen
autosomal rezessiven neurodegenerativen Erkrankung [46]. Charakteristika sind eine
cerebelldre Ataxie, Teleangiektasien der Konjunktiva und der Haut, eine Schwiche des
Immunsystems, eine Uberempfindlichkeit gegen ionisierende Strahlung und ein erhohtes
Karzinomrisiko, vor allem fiir Lymphome und Leukidmien [15],[46]. Studien, basierend auf
Angehorigen von AT-Erkrankten, deuten darauf hin, dass klinisch nicht erkrankte
weibliche heterozygote Mutationstriger ein mehr als zweifach erhohtes Risiko fiir
Brustkrebs haben [46]. Die Trigerfrequenz von ATM-Mutationen wird mit bis zu 1%
angegeben [15].

1.3.2 CHEK2

CHEK2 kodiert eine Kinase, welche als Antwort auf DNA-Doppelstrangbriiche durch
Phosphorylierung von ATM aktiviert wird [40]. Durch die Aktivierung von CHEK2
werden auch andere Schliisselproteine, wie BRCA1 und Tp53, phosphoryliert [15].
Segregationsanalysen bewerten die Mutation 1100delC in CHEK2 mit einem ungefihr
zwei-  bis  dreifach  erhdhten = Mammakarzinomrisiko in  Nicht-BRCA1/2-
Mutationstragerinnen [1],[15]. Diese Mutation tritt relativ hiufig, allerdings mit niedriger
Penetranz, auf. Frauen mit dieser Mutation zeigen ein moderates Risiko an Brustkrebs zu
erkranken [15]. Diese scheint auch die einzige CHEK2-Mutation zu sein, die mit einem
erhohten Brustkrebsrisiko assoziiert ist [47]. Die Prdvalenz anderer CHEK2-

Mutationsvarianten wird so niedrig geschdtzt, dass diese nicht zu einem erhdhten
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Mammakarzinomrisiko in der Durchschnittsbevilkerung beitragen [47]. Insgesamt werden
Keimbahnmutationen in CHEK2 in bis zu 5% aller Brustkrebsfamilien identifiziert,

obwohl die Ausprdgung der Mutationsfrequenz geographischen Gegebenheiten unterliegt

[11,[47].

Ein Genomscreening, um weitere Gene im Rahmen einer genetischen Untersuchung von
Hochrisikopersonen ausfindig zu machen, ist aus finanzieller Hinsicht derzeit nur
Gegenstand der Forschung [42]. Bei fehlendem BRCA1/2-Mutationsnachweis kdnnen
jedoch bei speziellen Fragestellungen mit vorhandener Indikation weitere

Suszeptibilititsgene sequenziert werden.

1.3.3 Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

Trotz der Bemiithungen der letzten Jahre, weitere brustkrebsverursachende Gene in Nicht-
BRCA1/2-Familien ausfindig zu machen, bleiben die meisten Félle familidrer bzw.
hereditdrer Mammakarzinome ungeklért [45]. Mit Hilfe von Koppelungsanalysen in Nicht-
BRCA1/2-Familien wurden weitere Suszeptibilititsgene in mehreren Regionen des
Genoms vermutet [45]. Die geringe Zahl an untersuchten Familien, Unterschiede im
Populationshintergrund und vor allem die sowohl klinische als auch genetische
Heterogenitit dieser Familien diirften die Detektionsfiahigkeit eines signifikanten
Koppelungssignals begrenzen [45]. Die groBBe Anzahl an vermuteten Kandidaten fiir diese

Regionen sprechen fiir die genetische Heterogenitét in Nicht-BRCA1/2- Familien [45].

Obwohl die Mehrheit aller familidren bzw. hereditiren Mammakarzinome durch einzelne
Mutationen verursacht wird, nimmt man an, dass genetische Polymorphismen in Genen,
die in DNA-Reparaturwege involviert sind, an der Entstehung des familidren

Mammakarzinoms beteiligt sein konnten [48].
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1.4 Risikokalkulation und genetische Beratung

Liegen entsprechende Konstellationen vor, die innerhalb einer Familie auf ein erhdhtes
Risiko fiir Brust- und/oder Eierstockkrebserkrankungen hinweisen, sollte eine Vorstellung
an einer Genetikberatungsstelle erfolgen (Tabelle 3). In einem ersten Beratungsgesprich,
bei gleichzeitiger Anwesenheit eines/r Gynékologln und eines/r HumangenetikerIn, wird
eine sorgfiltige Stammbaumanalyse durchgefiihrt. Hierbei werden alle TumorpatientInnen
der Familie iiber mindestens drei Generationen mit Ersterkrankungsalter identifiziert [25].
Sowohl die miitterliche als auch die viterliche Linie wird eingeschlossen [25]. Mit Hilfe
von speziell entwickelten Computerprogrammen kann zusédtzlich eine Risikokalkulation,
das Heterozygotenrisiko und das Lebenszeitrisiko betreffend, fiir eine einzelne Person der
Familie durchgefiihrt werden [30]. Es ist jedoch anzumerken, dass sich diese rechnerische
Einschédtzung nach Vorliegen des molekulargenetischen Testergebnisses verdndern kann

[30].

Tabelle 3: Einschlusskriterien fiir eine genetische Testung von BRCA1 und BRCA2 [49].

e mindestens drei Frauen an Brustkrebs erkrankt, unabhangig vom Alter

e mindestens zwei Frauen an Brustkrebs erkrankt, von denen eine vor dem
50.Lebensjahr (Lj) erkrankt ist

e mindestens eine Frau an Brust- und Eierstockrebs erkrankt

e mindestens zwei Frauen an Eierstockkrebs erkrankt

e mindestens eine Frau an beidseitigem Brustkrebs erkrankt, mit
Ersterkrankungsalter vor dem 40.Lj

e mindestens eine Frau an Brustkrebs erkrankt, vor dem 35.Lj

e mindestens ein an Brustkrebs erkrankter Mann

Ergibt sich kein Anhalt fiir ein erhohtes familidres Risiko, erhélt der/die Ratsuchende einen
Beratungsbrief mit einer kurzen Zusammenfassung und dem Hinweis, dass sich die
Risikoeinschéitzung jederzeit &dndern kann, wenn neue Karzinomerkrankungen in der
Familie auftreten. Im Fall, dass eine empirische Mutationswahrscheinlichkeit von >10% zu
erwarten ist, kann ab dem 18.Lebensjahr eine molekulargenetische Testung auf eine

BRCA1/2-Mutation des/r Indexpatientln der Familie (jiingste/r bereits Erkrankte/r) nach
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dem Prinzip des ,,informed consent angeboten werden (Tabelle 4) [5],[25],[50]. Die

Kosteniibernahme erfolgt in der Regel durch die Krankenkasse.

Tabelle 4: Empirische Mutationswahrscheinlichkeit [30].

Empirische
Familienkonstellation
Mutationswahrscheinlichkeit

= drei Mammakarzinome, davon zwei vor dem 51.1 32 %
= drei Mammakarzinome unabhangig vom Alter 11 %
zwei Mammakarzinome, beide vor dem 51.Lj 19%
zwei Mammakarzinome, davon eines vor dem 51.1 10%
2 ein Mammakarzinom und 2 ein Ovarialkarzinom LA
unabhangig vom Alter

= zwei Ovarialkarzinome unabhangig vom Alter 34 %
ein Mammakarzinom vor dem 31.Lj 11 %

ein bilaterales Mammakarzinom, das erste vordem 41.Lj | 18%

ein Mammakarzinom beim Mann 13 % (nur BRCA2)

Genetische Grundbegriffe, die fiir ein grundlegendes Verstindnis des Vererbungsmodus
notwendig sind, werden an den Kenntnisstand des/der Ratsuchenden angepasst (Abbildung
7). Hierbei wird dem/der Ratsuchenden erldutert, dass ein/e MutationstrigerIn die BRCA-
Mutation mit einer Wahrscheinlichkeit von 50% an die Nachkommen vererbt [7]. Das
veranderte Gen kann keine Generation {iberspringen [51]. Bei Zustimmung zur
molekulargenetischen Untersuchung erfolgt im Anschluss an die Beratung oder zu einem
spateren Zeitpunkt eine Blutabnahme. Danach hat der/die Ratsuchende eine Bedenkzeit
von zwei Wochen, nach der eine nochmalige telefonische Zusage zur genetischen
Untersuchung erfolgen muss.

Aufgrund der aufwendigen Untersuchung dauert es bis zu drei Monate, bis das
Untersuchungsergebnis vorliegt. Ist die Untersuchung abgeschlossen, wird der/die
Ratsuchende zur personlichen Befundbesprechung eingeladen. Nur in etwa der Hélfte aller
getesteten Familien werden Mutationen im BRCA1- oder BRCA2-Gen entdeckt. In den
tibrigen 50% findet sich zwar eine Hiufung von Mamma- bzw. Ovarialkarzinomen in einer
Familie, jedoch kann keine Mutation in den beiden untersuchten Genen nachgewiesen

werden [4]. Die genetische Testung wird als ,nicht informativ® gewertet, wobei ein
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erhohtes Grundrisiko fiir erblichen Brust- und Eierstockkrebs aufgrund der familidren

Belastung bestehen bleibt [4]. Welches Lebenszeitrisiko, in diesem Fall ein Mamma-

und/oder Ovarialkarzinom zu entwickeln, besteht, wird unterschiedlich angegeben [4].

International wird von einem Erkrankungsrisiko zwischen 15 - 30% ausgegangen [4].

Gesunder Mutter mit
Vater H I verindertem
BRCA-Gen

|

L

I NORMALES VERANDERTES
GEN GEN

Abbildung 7: Der Vererbungsmodus einer BRCA-Mutation [51].

In einem zweiten personlichen Beratungsgesprich wird die Aufkldrung iiber das

molekulargenetische Testergebnis durchgefiihrt. Die Ergebnismitteilung ist nicht zwingend

und kann zu jedem spidteren Zeitpunkt erfolgen. Das Testergebnis kann fiir ein

Familienmitglied folgendes bedeuten [5]:

Entlastung eines/r gesunden Ratsuchenden durch ein negatives Testergebnis
bei einer nachgewiesenen Mutation eines/r IndexpatientIn. In diesem Fall ist
eine intensivierte Fritherkennung auBlerhalb der allgemeinen Vorsorge nicht
notwendig.

Belastung eines/r gesunden Ratsuchenden durch ein positives Testergebnis
mit einer BRCA-Mutation. Die Einleitung einer intensivierten
Fritherkennung wird empfohlen, die Mdoglichkeit zur Durchfiihrung
prophylaktischer Operationen besteht.
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° Ungewissheit eines/r Indexpatientln bei negativem Testergebnis, da das
familidre Risiko durch die Stammbaumeinschdtzung bestehen bleibt.
RegelmiBige Untersuchungen zur Fritherkennung werden empfohlen, ein
Einschluss in ein standardisiertes Fritherkennungsprogramm ist nicht
notwendig.

° Belastung einer Indexpatientin durch ein erhohtes Mamma- und
Ovarialkarzinomrisiko bzw. durch ein erhohtes Risiko fiir ein
kontralaterales Mammakarzinom. Die Teilnahme an einem standardisierten
Fritherkennungsprogramm wird empfohlen.

° Belastung eines/r Indexpatientln durch die 50% Wahrscheinlichkeit eine

BRCA1/2-Mutation an die Nachkommen zu vererben.

Ein ausfiihrliches Beratungsgesprach mit Beurteilung des individuellen Risikos und den
sich daraus ergebenden Folgen wird mit dem/der Ratsuchenden gefiihrt, sowie auch in
schriftlicher Form mitgegeben. Eine psychologische Beratung wird den Ratsuchenden
immer angeboten. In Abbildung 8 werden die Eckpunkte der genetischen Beratungsschritte
zusammengefasst.

Das Ergebnis der molekulargenetischen Testung unterliegt dem Gentechnikgesetz und
wird weder im elektronischen Informationssystem der Klinik dokumentiert, noch an dritte
Personen weitergegeben. Da das Bekanntwerden eines positiven Mutationsstatus eine
mogliche versicherungsrechtliche Problematik fiir Ratsuchende zur Folge haben kann, gilt

es, patientenbezogene Daten strengstens zu schiitzen.
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Ratsuchende/r vereinbart Termin an Genetikberatungsstelle

!

Beratungsgesprach
Stammbaumerstellung
Risikobeurteilung

Kein erhdhtes
genetisches Risiko

!

Allgemeine
Vorsorge

Keine Mutation
(50%)

Allgemeine
Vorsorge

/.
=

Abbildung 8: Eckpunkte des genetischen Beratungskonzepts [22],[25].
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1.4.1 Molekulargenetische Verfahren zur Identifikation von BRCA1/2-

Mutationen

Die molekulargenetische Untersuchung der Gene BRCA1 und BRCA2 erfolgt seit 2006 im
Institut flir Humangenetik der Medizinischen Universitit Graz. 5 - 10 ml EDTA-Blut
geniigen, um eine Genanalyse durchzufiihren [5]. Die direkte Sequenzierung aller Exons
einschlieBlich der umgebenden Intronsequenzen gilt als Goldstandard [25]. Hierbei wird
die exakte Abfolge der vier Nukleotide des gesamten zu untersuchenden Abschnittes nach
Amplifikation durch PCR bestimmt. Ein Chromatogramm wird durch ein
Sequenzierungsgerit erstellt, welches die direkte Abfolge der Nukleotide des sequenzierten
Abschnittes wiedergibt. Jeder der vier farbigen Peaks steht hierbei fiir ein entsprechendes
Nukleotid (Abbildung 9). GroBe genomische Ordnungsverdnderungen kdnnen allerdings

mittels direkter Sequenzierung nicht erfasst werden.

\

130 140 150 160 170 120 190 200
ATOGGAAGAAACCAC CAAGGOTCOCCAAAGC CAGCAAGAGAATCCCNGOONNNNAAGGGHNAAGHNNNCCHNNCCHNNCAGGT G
1818, 1293 153

\/

250 260 270 280 290 300 310 320
ANGHNAGGAANCCNCCANGNTCNAANGNGNCNANGGHANNCC CAGGAC AGAAAGGTAAAGCTCCCTCCCTCAAGTTG

Abbildung 9: Ausschnitt eines Chromatogramms einer direkten DNA-Sequenzierung. Die Markierung

weist auf einen Aminosaureaustausch hin (Pfeil).

Aus diesem Grund wird eine MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification)
von BRCA1 und BRCA2 angeschlossen. Mit Hilfe dieser PCR-Methode konnen
chromosomale Aberrationen, wie Deletionen oder Duplikationen eines Exons, mit bis zu
45 spezifischen Nukleinsduresequenzen in einem Ansatz dargestellt werden [52].
Vergleicht man die erhaltenen Peakmuster mit Referenzproben, kdnnen auf diese Weise
Abweichungen in einer Sequenz erkannt werden (Abbildung 10) [52]. Nachgewiesene
Mutationen und genetische Varianten werden anschlieBend entsprechend der BIC-

Datenbank benannt.

21



20

Exon

Abbildung 10: MLPA-Analyse einer Referenzprobe (oben) und der DNA eines

MMMUUMM

BRCA1-

Mutationstrigers (unten). Der niedrigere Peak bei Exon 13 des Patienten im Vergleich zur

Referenzprobe stellt eine Deletion in Exon 13 dar [53].
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1.5 Klinische Konsequenzen

Da das Risiko, an einem Karzinom zu erkranken ungleich hoéher ist, als in der
Allgemeinbevolkerung, schlieBen die Strategien zum Krebsrisikomanagement fiir
BRCA1/2-Mutationstridgerinnen  frither  einsetzende, héufigere und invasivere
Interventionen ein [54]. Folgende praventive MaBnahmen stehen alleine oder in
Kombination im Fall des Mamma- und Ovarialkarzinoms zur Verfiigung:
° Intensivierte Fritherkennung
° Prophylaktische Operationen
- Prophylaktische Mastektomie
- Prophylaktische Ovarektomie

° Chemoprévention

1.5.1 Untersuchungsverfahren zur intensivierten Brustkrebs- und

Eierstockkrebsfriiherkennung

Fritherkennungsmafnahmen werden beim Nachweis einer pathogenen Mutation in den
Genen BRCA1 und BRCA2 oder beim Vorliegen einer Hochrisikosituation (lebenslanges
Risiko von >30% oder ein Heterozygotenrisiko von >20%, berechnet nach einem

validierten Risikokalkulationsmodell) empfohlen (Tabelle 5) [30],[55].

Tabelle 5: Empfohlenes Vorsorgeprogramm bei Hochrisikofamilien und Mutationstrigerinnen [2].

18-24.Lebensjahr 25-29.Lebensjahr Ab 30.Lebensjahr

Selbstuntersuchun
. Monatlich in der 1.Zyklushalfte

der Brust
Klinische
Jahrlich Halbjahrlich Halbjahrlich
Untersuchung
Mammasonographie - Halbjahrlich Halbjahrlich
Mammographie - - Jahrlich
Jahrlich bis zum
MRT der Brust - Jahrlich i
55.Lebensjahr
Vaginalsonographie o L o
Jahrlich Halbjahrlich Halbjahrlich
CA 125-Bestimmung
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Die MaBnahmen zur intensivierten Fritherkennung fiir Mutationstridgerinnen werden ab
dem 25.Lebensjahr bzw. 5 Jahre vor dem jlingsten Erkrankungsfall in der Familie
empfohlen [2],[4]. Obwohl der Gedanke im Raum steht, dass die Anwendung von
Rontgenstrahlen méglicherweise das Brustkrebsrisiko von BRCA 1/2-Mutationstriagerinnen
erhohen konnte, gilt die Mammographie derzeit weiterhin als ein wichtiges

Untersuchungsverfahren im Rahmen der Mammakarzinomdiagnostik [56].

1.5.2 Prophylaktische Mastektomie

Die prophylaktische bilaterale Mastektomie (PM) dient der Prévention einer
Brustkrebserkrankung von Hochrisikofrauen, wéhrend eine kontralaterale prophylaktische
Mastektomie das Risiko des Auftretens eines Zweitkarzinoms der kontralateralen Brust
nach einseitigem Primértumor vermindern soll [50]. Fiir die PM konnte in prospektiven
und retrospektiven Untersuchungen eine Risikoreduktion von 90 - 100% fiir die
Entwicklung eines Mammakarzinoms von BRCA 1/2-Mutationstridgerinnen gezeigt werden
[57],[58],[59]. Ab dem 25.Lebensjahr kann Hochrisikofrauen eine Mastektomie empfohlen
werden, wobei die Moglichkeit zur simultanen Brustrekonstruktion auf jeden Fall
angeboten werden sollte [7]. Haufig finden sich bei gesunden BRCA-Mutationstrigerinnen

bereits pramaligne Lésionen in den Mastektomiepraparaten [28].

1.5.3 Prophylaktische Ovarektomie

Eine prophylaktische bilaterale Salpingoovarektomie ermdglicht die Prdvention eines
Ovarialkarzinoms und reduziert das Mammakarzinomrisiko von BRCA1/2-
Mutationstragerinnen um bis zu 50% [60]. Die prophylaktische bilaterale Adnexektomie
(PA) wird ab dem 40.Lebensjahr und nach Abschluss der Familienplanung empfohlen
[55]. Nach erfolgter PA bleibt ein etwa 3% Risiko fiir ein primires Peritonealkarzinom

bestehen [7].

Eine maximale Reduktion des Erkrankungsrisikos kann nur mit derartigen
prophylaktischen Operationen erreicht werden [30], wobei die PM und PA zur maximalen
Risikominimierung kombiniert werden kdnnen [50]. Der Gewinn an Lebenszeit nimmt mit
zunehmendem Alter zur Zeit der prophylaktischen Operation ab und erreicht in der

sechsten Lebensdekade das Minimum [28].
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1.5.4 Chemopravention

Der Einsatz des selektiven Ostrogenrezeptormodulators Tamoxifen im Rahmen der
NSABP-P1 Studie konnte einen praventiven Effekt fiir BRCA2-Mutationstrdgerinnen
nachweisen [61]. Fiir BRCA1-Mutationstragerinnen konnte dieser Effekt nicht beschrieben
werden, wobei das Erkrankungsrisiko fiir das Ovarialkarzinom unter Tamoxifen ebenfalls
nicht beeinflusst werden konnte [61]. In dem STAR-Trial wurde die protektive Wirkung
von Raloxifen und Tamoxifen bei nicht erkrankten postmenopausalen Hochrisikofrauen
untersucht, allerdings wurden hier nicht speziell BRCA1/2-Mutationstragerinnen
eingeschlossen [5],[62]. Raloxifen ist ein nichtsteroidaler selektiver Ostrogenrezeptor-
Modulator, der in der Behandlung und Prévention der Osteoporose bei postmenopausalen
Frauen eingesetzt wird und derzeit zur Prédvention des Mammakarzinoms nicht zugelassen
ist. Beide Substanzen zeigten in Studien dieselbe Risikominimierung fiir invasive
Mammakarzinome, wobei unter Raloxifen hiufiger priinvasive Vorstufen auftraten [62].

Momentan kann eine Empfehlung fiir eine priventive endokrine Therapie fiir Frauen, die
ein erhohtes Erkrankungsrisiko haben, nur im Rahmen von Studien empfohlen werden [7].
Hierzu besteht die Mdoglichkeit an der IBIS-II-Studie teilzunehmen, die den Einsatz des
Aromatasechemmers Anastrozol bei nicht erkrankten Hochrisikofrauen in der

Postmenopause iiber 5 Jahre untersucht [5],[7].
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1.6 Therapie BRCA1/2 - assoziierter Mamma- und Ovarialkarzinome

Die derzeitigen Empfehlungen zur Therapie BRCA1/2-assoziierter Mamma- und
Ovarialkarzinome entsprechen den aktuellen Leitlinien zur Therapie des sporadischen
Karzinoms [3],[5],[7],[22]. Dies gilt auch fiir die Moglichkeit der Brusterhaltung bei
erkrankten BRCA1/2-Mutationstrdgerinnen, da nach derzeitiger Studienlage kein
signifikant erhohtes Risiko fiir ipsilaterale Rezidivkarzinome besteht [7],[22]. Allerdings
sollte die nach wie vor unklare Bedeutung ionisierender Strahlung im Falle einer
BRCA1/2-Mutationstridgerin bei Durchfiihrung einer brusterhaltenden Therapie mit
obligatorischer Radiatio in die Therapieentscheidung einflieBen [7]. Eine ausfiihrliche
Aufklarung beziiglich des zwei- bis dreifach erhohten Risikos, ein kontralaterales
Mammakarzinom zu entwickeln, ist ebenfalls dringend erforderlich [5].

Die Empfehlungen zur systemischen Therapie erfolgen ebenfalls entsprechend der
Therapie des sporadischen Mammakarzinoms [5]. Allerdings konnte in In-vitro-Studien
eine unterschiedliche Effektivitit beziliglich der Sensitivitdt von Chemotherapeutika im
Vergleich zum sporadischen Mammakarzinom festgestellt werden [7]. Wéhrend eine
erhohte Sensitivitdt fiir Platinderivate und eine positive Ansprechrate fiir Anthrazykline
gezeigt werden konnte, konnte hingegen fiir Taxane und Topoisomerase-II-Hemmer eine
verminderte Chemosensitivitit bestehen [5],[7],[22]. Bei Hormonrezeptor-positiven
Mammakarzinomen erfolgt analog zum sporadischen Karzinom eine adjuvante
antihormonelle Therapie iiber 5 Jahre und bei Her2/Neu-Rezeptoriiberexpression eine
adjuvante Antikorpertherapie mit Trastuzumab iiber ein Jahr [7].

Ein neuer Therapieansatz konnte der Einsatz von Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase-
(PARP)-Inhibitoren ~ zur  systemischen = Therapie @ des  BRCA1/2-assoziierten
Mammakarzinoms sein [5]. PARP-Inhibitoren verhindern die fehlerhafte DNA-Reparatur
in BRCA1/2-defizienten Zellen, indem diese Zellen in die Apoptose gefiihrt werden [7]. Es
konnte in einer Phase-I-Studie eine positive Ansprechrate bei sehr giinstigem
Nebenwirkungsprofil fiir diese Substanzgruppe gezeigt werden [5]. Eine Phase-II-Studie
fiir den oralen PARP-Inhibitor Olaparib lieferte ebenfalls vielversprechende Daten
hinsichtlich Ansprechen und Vertrédglichkeit bei fortgeschrittenen
chemotherapierefraktiren BRCA1/2-assoziierten Mammakarzinomen [63]. Phase-III-
Studien sind im Laufen und eine Zulassung fiir Olaparib ist voraussichtlich 2010 zu
erwarten. Dieser neue Therapieansatz zielt erstmals auf den zugrunde liegenden

Erkrankungsmechanismus ab.
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2 Patienten und Methoden

2.1 Hintergrund und Fragestellungen

Im Rahmen einer retrospektiven Analyse wurden die Daten von Ratsuchenden der

Genetikberatungsstelle an der Abteilung fiir Gynédkologie der Universititsfrauenklinik

Graz im Zeitraum von 1999 bis Februar 2010 evaluiert. Sowohl die Zunahme der

Patientenfrequenz in den letzten Jahren, als auch die seit Ende 2006 bestehende

Moglichkeit, die molekulargenetischen Untersuchungen im Institut fiir Humangenetik in

Graz durchzufiihren, haben eine entsprechende Etablierung dieses Ambulanzbereiches mit

sich gebracht. Eine molekulargenetische Testung war zuvor nur in Wien moglich.

Folgenden Fragestellungen hinsichtlich der genetischen Testungen wurde nachgegangen:

Wie viele genetische Untersuchungen wurden im analysierten Kollektiv
durchgefiihrt?

Wie viele BRCAI1/2-positive und -negative Mutationstrdgerlnnen wurden
identifiziert?

Welche Mutationstypen und -frequenzen liegen im untersuchten Kollektiv vor?

Welche SNPs kommen im untersuchten Kollektiv am héaufigsten vor?

Die Fragestellungen beziiglich der aufgetretenen Erkrankungen waren:

Wie viele Mamma- und Ovarialkarzinome sind im untersuchten Kollektiv
aufgetreten und welche Beziehung lisst sich zum Mutationsstatus ziehen?

In welchem durchschnittlichen Alter sind BRCA 1/2-Mutationstrdgerinnen an einem
Mamma- und/oder Ovarialkarzinom erkrankt?

Lassen sich Besonderheiten der Histopathologie von BRCA1/2-positiven Mamma-

und Ovarialkarzinomen im Vergleich zu BRCA1/2-Negativen erkennen?

Folgende Fragen hinsichtlich durchgefiihrter prophylaktischer Operationen wurden

gestellt:

Wie viele Personen haben sich prophylaktischen Operationen unterzogen?
Zeigt sich eine Korrelation zwischen Alter und Erkrankungsstatus und der

Durchfiihrung prophylaktischer Operationen?
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2.2 Datenerhebung

Daten iiber die Identitit eines/r Ratsuchenden, Ergebnisse zur BRCA1/2-Testung und
Daten zur Familienanamnese wurden aus den Patientenakten der Gynidkologischen
Ambulanz extrahiert. Daten zum Erkrankungsverlauf bereits erkrankter Ratsuchender
wurden aus dem Medocs entnommen und der Gesundheitsstatus der Nicht-Erkrankten
ebenda verifiziert. Die Daten der molekulargenetischen Untersuchungen beziiglich
Mutationstyp und Auftreten von Polymorphismen stammen seit Ende 2006 aus dem

Institut fiir Humangenetik, zuvor wurden sie am AKH Wien erhoben.

2.3 Datenverarbeitung

In eine mit dem Programm File Maker Pro 7 erzeugte Datenbank wurden die Daten der
419 Ratsuchenden eingegeben, die eine genetische Beratung im Zeitraum von 1999 bis
Februar 2010 erhalten haben. Daten tiber die Identitit eines/r Ratsuchenden, wie Vorname,
Nachname und Geburtsdatum wurden in Textfelder eingetragen (Abbildung 11). Die
genetische Testung wurde mit ,,Nein* fiir nicht durchgefiihrt oder mit ,,Ja* fiir durchgefiihrt
eingefiigt. Zusitzlich wurde das Datum der genetischen Testung in einem Texteingabefeld
vermerkt. Das Ergebnis der molekulargenetischen Untersuchung wurde fiir BRCA1 und
BRCA2 mit ,,positiv®, ,,negativ" oder ,keine Angabe* (k.A.) getrennt bewertet. Ist die
Suche nach einer Mutation in einem der beiden Gene positiv ausgefallen, wurde die

zugehorige Mutationslokalisation in ein Textfeld eingegeben.

Die molekulargenetischen Daten iiber die aufgetretenen Polymorphismen (SNPs) wurden
im Institut fiir Humangenetik Graz eingesehen und anschliefend in der Datenbank in der
Gynikologischen Ambulanz erginzt. Von Ratsuchenden, die sich vor dem Jahr 2006 einer
molekulargenetischen Testung unterzogen, wurden die damals abgenommenen Blutproben
am AKH Wien untersucht. Von diesen positiv getesteten BRCA1- und BRCA2-
Mutationstragerlnnen waren in einigen Fillen weder Unterlagen {iiber die exakte

Mutationslokalisation noch iiber das Vorhandensein von Polymorphismen verfiigbar.
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Machname

worname

| Geburtsdstum |

Inclex

Patiertennummer

Catum Gentest
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BRCA1
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Anzahl Poly_BRCA1

BRCAz AU pos {rneg

kA

Anzahl Poly_BRCAZ

Mutation ot JA Cinein TrkA. Polymarph. | Palymarph
hutation_Spez c.A91 C=T e
c 1067 A=G
c. 1486 C=T
c. 2077 G=A
c.2082 C=T
2311 T=C
c2612 C=T ]
c.3113 A=G
3119 G=A
c.3548 A=G
Mammacarcinom kY L JA Cinein ChkA Ercrankungsatter | | 04039 4G |Cinein Sk, Edankungsalter |
Operationsart ; H
-
Histologie TIT=TUTOgTE T,
Er A pos rneg kA ER irpos frneg kA
FR H_p0S trneg kA PR Hopos fineg CIKA G
Heznew iCtpos Trneg CkA Heznew Ltpos Oineg LlkA G
Lymphknoten:  positiv entnommen Lk positiv entnommen
Iradiatio {2 JA Cinein CrkA | Imadiatio {L2JA Cinein ChkA i
Chemotherapie Chemotherapie
Antihormonelle Therapie Antiharm. Ther.

Abbildung 11: Eingabeformular.

Weiters wurde das Vorliegen von Mamma- und/oder Ovarialkarzinomerkrankungen

dokumentiert. Das Nichtvorhandensein von Brustkrebs- und/oder
Eierstockkrebserkrankungen bei einem/r Ratsuchenden zum Zeitpunkt der Dateneingabe
wurde mit ,,Nein*“ vermerkt. Ist eine derartige Karzinomerkrankung bereits aufgetreten,
wurden hierfiir Erkrankungsalter, Tumorbiologie (Histologie, Grading, Rezeptorstatus),
Operationsart, Lymphknotenstatus und durchgefiihrte Therapien fiir beide Entitdten
evaluiert. Sind Karzinome anderer Entititen aufgetreten, wurden diese mit dem jeweiligen
Erkrankungsalter in einem Texteingabefeld eingetragen. Prophylaktische Operationen
wurden mit dem jeweiligen Operationsverfahren und dem Jahr ihrer Durchfithrung

vermerkt (Abbildung 12).
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Im C3Ja Cinein D3kA Etkrankungsalter

Operationzart

i [ MammaCaLl $3JA Onein LY kA G Ekrankungzalte
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Histologie &rading

Histalogis Ahlatio mit Axilla i+ ladin
er | Ahlatio mit Sentinel core ER Arpos Cineg TYKA G ER_Score
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HerZreu BET | He2zneu it pos ) neg kA
BET mit Axilla -
Lymphknoten:  positiv § ¢ entnommean | i LK:  positiv entnommen
Inadiatio rdA Cinein CYkA Iradiatio 44JA Cinein ClkA G
Chemaotherapie Chemotherapie
Antihormonelle Therapie Antihorm. Ther.

Abbildung 12: Dokumentation des Vorhandenseins von Mammakarzinomen.

Die Informationen zur Familienanamnese eines/r Ratsuchenden wurden der
handschriftlichen Stammbaumzeichnung aus der Patientenakte entnommen. In der
Ubertragung dieser Informationen in die Datenbank wurde der/die Ratsuchende mit
seinen/ihren Geschwistern und Cousinen/Cousins ersten Grades als Generation +1 (plus
eins) angenommen. Die direkt linearen (Mutter, Vater) und kollateralen (Tante, Onkel)
Vorfahren wurden als Generation +2 (plus zwei) vermerkt, GroBeltern und deren
Geschwister (GrofBtante, Groonkel) als Generation +3 (plus drei) und Urgrof3eltern und
deren Geschwister (UrgroBtante, UrgroBonkel) als Generation +4 (plus vier). Sowohl
Tochter und Sohne des/der Ratsuchenden, als auch Nichten und Neffen ersten Grades
wurden in das Textfeld der Generation -1 (minus eins) eingetragen. Enkelkinder des/der
Betroffenen wurden als Generation -2 (minus zwei) angenommen. Diese Daten wurden zur
Vervollstindigung des Datensatzes in die Datenbank iibertragen, sie wurden jedoch
aufgrund ihrer Heterogenitit und ihres Volumens nicht in die statistische Auswertung

miteinbezogen und dienen vorrangig der weiteren Patientenbetreuung.
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2.4 Statistische Auswertung und Textverarbeitung

Um die eingetragenen Daten im Programm File Maker Pro 7 einer statistischen Analyse
zuzufiihren, wurden diese umcodiert und in eine Datei des Programms Microsoft Excel
transferiert und mittels SPSS Statistics 17.0 ausgewertet. Fiir die deskriptive Statistik
wurden Héufigkeiten, Standardabweichungen, Mittelwerte und Spannweiten berechnet.
Als statistisches Testverfahren wurden Kontingenztafeln verwendet.

Zur Texteingabe und Textbearbeitung wurde das Programm Microsoft Word 2007 fiir
Microsoft Windows in der Version 6.0 verwendet. Als Literaturverwaltungsprogramm
wurde Citavi 2.5 benutzt. Tabellen und Diagramme wurden mit dem Programm Microsoft

Excel 2007 erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Genetische Beratung und Testung

Das untersuchte Gesamtkollektiv (n=419) wird von 400 weiblichen und 19 ménnlichen
Ratsuchenden gebildet, welche eine genetische Beratung an der Abteilung fiir Gyndkologie
der Universitédtsfrauenklinik Graz im Zeitraum von 1999 bis Februar 2010 erhalten haben.

Das Blut von 303 weiblichen und neun ménnlichen Ratsuchenden (n=312) wurde einer
genetischen Untersuchung der Gene BRCA1 und BRCA2 zugefiihrt. Achtundfiinfzig
weibliche und fiinf méannliche Ratsuchende wurden als BRCA1-MutationstrigerInnen
(n=63) identifiziert. Vierundzwanzig weibliche Ratsuchende sind Triagerinnen einer
BRCA2-Mutation. Die Ergebnisse der molekulargenetischen Untersuchungen sind in

Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Ergebnisse der durchgefiihrten genetischen Untersuchungen.

i Mutationsstatus
Genetische Testung BRCA1 pos. BRCA2 pos.
neg./unbekannt
Ja 312 (74%) 63 24 332
Nein 107 (26%) (15%) (6%) (79%)

3.2 BRCA1/2 - assoziierte Mammakarzinome

Von den 228 aufgetretenen Mammakarzinomen bei 186 Frauen und bei drei Méinnern
waren 50 (22%) BRCA1-bedingt, 22 (10%) waren BRCA2-bedingt und 156 (68%) waren
BRCA1/2-negativ. bzw. der Mutationsstatus war nicht bekannt (Tabelle 7).
Neununddreiflig dieser Karzinome traten bilateral auf. Sechsundzwanzig BRCA1- und acht

BRCA2-MutationstragerInnen sind nicht an Brustkrebs erkrankt.

Tabelle 7: Inzidenz der Mammakarzinome von BRCA1/2-MutationstrigerInnen.

Mutationsstatus

Mammakarzinom BRCA1 pos. BRCAZ2 pos. neg.funbekannt
bilateral 13 6 20
(3%) (1%) (5%)
unilateral 24 10 116
(6%) (2%) (28%)
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3.2.1 Erkrankungsalter beim BRCA1/2 - assoziierten Mammakarzinom

Das durchschnittliche Ersterkrankungsalter der BRCA1-positiven Mammakarzinome war
39 Jahre (Spannweite: 28 - 57 Jahre), der BRCA2-positiven 42 Jahre (Spannweite: 34 - 58)
und der BRCA1/2-negativen bzw. bei unbekanntem Mutationsstatus 44 Jahre (Spannweite:

22 - 76) (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Erkrankungsalter beim Mammakarzinom unter Beriicksichtigung des Mutationsstatus.

3.2.2 Histologische Parameter

Von den 50 BRCAT1-positiven Mammakarzinomen waren 43 von einem invasiv-duktalen
Wachstumstyp, vier waren duktale intraepitheliale Neoplasien (DIN), eines wurde als
»anderes® klassifiziert und von zwei Karzinomen war der histologische Subtyp unbekannt.
Sechzehn der BRCA2-bedingten Mammakarzinome waren invasiv-duktal, drei waren

duktale intraepitheliale Neoplasien (DIN) und drei waren unbekannt (Tabelle 8).

Tabelle 8: Histologische Subtypen der Mammakarzinome in Abhiingigkeit des Mutationsstatus.

Mutationsstatus
) BRCA1 pos. BRCA2 pos. neg./unbekannt
Mammakarzinom
(n=50) (n=22) (n=156)
invasiv-duktal 43 (86%) 16 (72%) 125 (80%)

invasiv-lobular 0 (0%) 0 (0%) 8 (6%)
DIN 4 (8%) 3 (14%) 9 (6%)
anderes 1(2%) 0 (0%) 7 (4%)
unbekannt 2 (4%) 3 (14%) 7 (4%)
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Siebzig Prozent der BRCAIl-bedingten Mammakarzinome waren high-grade Tumoren
(G3), 18% waren mittelgradig differenzierte Karzinome (G2), eines war undifferenziert
(G4) und kein einziges BRCAl-positives Mammakarzinom war gut differenziert (G1).
Fiinfundvierzig Prozent der BRCA2-bedingten Mammakarzinome waren schlecht
differenziert (G3), 36% waren mittelgradig (G2) und fiinf Prozent waren gut differenziert
(G1). Die tiberwiegende Mehrheit der Hormonrezeptoren (ER, PR) und der Her2/Neu-
Rezeptoren waren beim BRCA1-assoziierten Mammakarzinom negativ, hingegen war der
Hormonrezeptorstatus bei den BRCA2-positiven Mammakarzinomen mehrheitlich positiv.
Tabelle 9 zeigt die Verteilung des Hormonrezeptorstatus und Her2/Neu-Status, sowie der
Tumorzelldifferenzierung. In einigen Fillen waren die Daten iiber Hormonrezeptor-,

Her2/Neu-Status und Differenzierungsgrade unbekannt.

Tabelle 9: Hormonrezeptorstatus, Her2/Neu-Status und Differenzierungsgrade in Abhiingigkeit des
Mutationsstatus.

Mutationsstatus
BRCAA1 pos. BRCA2 pos. neg./unbekannt
(n=50) (n=22) (n=156)
= positiv 8 (16%) 16 (73%) 112 (72%)
negativ 35 (70%) 3 (14%) 36 (23%)
PRA positiv 9 (18%) 13 (59%) 105 (67%)
negativ 34 (68%) 6 (27%) 42 (27%)
T positiv 5 (10%) 4 (18%) 21 (13%)
negativ 24 (48%) 10 (45%) 94 (60%)
I 0 (0%) 1 (5%) 19 (12%)
Grading Il 9 (18%) 8 (36%) 48 (31%)
i 35 (70%) 10 (45%) 69 (44%)
v 1(2%) 0 (0%) 0 (0%)

* Ostrogenrezeptor (ER)
A Progesteronrezeptor (PR)
° Her2/Neu-Rezeptor (Her2/Neu)
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3.3 BRCAA1/2 - assoziierte Ovarialkarzinome

Im untersuchten Gesamtkollektiv (n=419) traten 38 Ovarialkarzinome auf. Dreizehn (34%)
waren BRCA1-assoziert, drei (8%) waren BRCA2-bedingt und 22 (58%) waren BRCA1/2-
negativ bzw. der Mutationsstatus war nicht bekannt. Einundzwanzig Patientinnen (sieben
BRCAT1- und drei BRCA2-Mutationstriagerinnen) erkrankten sowohl an Brust- als auch an
Eierstockkrebs, wovon 15 zuerst das Mammakarzinom entwickelten. Zwischen dem
Auftreten des ersten und des zweiten Karzinoms sind durchschnittlich fiinf Jahre

(Spannweite: 0 - 13 Jahre) gelegen.

3.3.1 Erkrankungsalter BRCA1/2 - assoziierter Ovarialkarzinome

Das durchschnittliche Ersterkrankungsalter der BRCA1-positiven Ovarialkarzinome war
48 Jahre (Spannweite: 39 - 57 Jahre), der BRCA2-positiven 52 Jahre (Spannweite: 50 - 55)
und der BRCA1/2-negativen bzw. bei unbekanntem Mutationsstatus 50 Jahre (Spannweite:

29 - 68) (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Erkrankungsalter beim Ovarialkarzinom unter Beriicksichtigung des Mutationsstatus.

3.3.2 Histologische Parameter

Sechsundsiebzig Prozent der BRCAI1-bedingten Ovarialkarzinome waren serds, acht
Prozent waren klarzellig, acht Prozent wurden als ,,anderes* klassifiziert und bei weiteren
acht Prozent war der histologische Subtyp unbekannt. Hundert Prozent der BRCA2-
positiven Ovarialkarzinome waren serds. Tabelle 10 =zeigt die Verteilung der

zugrundeliegenden histologischen Subtypen.
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Tabelle 10: Histologie der aufgetretenen Ovarialkarzinome in Abhiingigkeit des Mutationsstatus.

BRCAT1 pos. BRCAZ2 pos. Mutationsstatus neg./unbekannt
(n=13) (n=3) (n=22)
seros 10 (76%) 3 (100%) 9 (41%)
klarzellig 1 (8%) 0 (0%) 1 (5%)
andere 1 (8%) 0 (0%) 10 (45%)
unbekannt 1(8%) 0 (0%) 2 (9%)

Neunzehn (58%) der aufgetretenen Ovarialkarzinome waren high-grade Tumoren (G3),

wovon sechs BRCAI- und eines BRCAZ2-assoziiert war. Fiinf (15%) waren gut
differenziert (G1), von welchen keines BRCA1/2-bedingt war. Fiinf (15%) waren
undifferenziert (G4), wovon drei BRCA1- und zwei BRCA2-assoziiert waren. Drei (9%)

waren mittelgradig differenziert (G2), von welchen eines BRCA1-bedingt war und drei

(9%) waren Borderline-Tumoren (GB) bei negativem BRCA1/2-Mutationsstatus. Bei

weiteren drei

unbekannt (Abbildung 16).

(9%) BRCAIl-positiven Karzinomen war der Differenzierungsgrad
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Abbildung 16: Differenzierungsgrade der aufgetretenen Ovarialkarzinome.
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3.4 Prophylaktische Operationen

Insgesamt entschlossen sich 25 Ratsuchende, eine prophylaktische Operation durchfiihren
zu lassen. Von diesen sind 15 BRCAI1- und sieben BRCA2-Mutationstrdgerinnen. Eine
Ratsuchende wurde als Nicht-BRCA1/2-Mutationstrigerin identifiziert, bei zwei weiteren
wurde keine molekulargenetische Untersuchung durchgefiihrt. In einem weiteren Fall
waren keine Ergebnisse zur genetischen Testung vorhanden. In Abbildung 17 wird die
Héufigkeitsverteilung der durchgefiihrten prophylaktischen Mastektomien (PM) und
Adnexektomien (PA) bzw. deren Kombination unter Beriicksichtigung der an Brustkrebs
Erkrankten bzw. der Nichterkrankten dargestellt. Keine der Ratsuchenden, die eine

prophylaktische Operation durchfiihren lie3, war an einem Ovarialkarzinom erkrankt.
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Mammakarzinom Mammakarzinom einseitig Nicht erkrankt
bilateral

Abbildung 17: Prophylaktische Operationen.

Bei einer gesunden Ratsuchenden und bei einer an einem bilateralen Mammakarzinom
erkrankten Patientin wurde gleichzeitig zur prophylaktischen Adnexektomie eine
Hysterektomie durchgefiihrt. In einem Fall bestand aufgrund der positiven
Familienanamnese fiir Ovarialkarzinome eine ausgeprigte Karzinophobie, in dem zweiten
Fall war der Grund fiir die simultane Hysterektomie, welche extramural durchgefiihrt
wurde, nicht bekannt. Die Altersverteilung in Abhdngigkeit des Operationstyps wird in
Abbildung 18 dargestellt. Das durchschnittliche Alter bei Durchfiihrung der
prophylaktischen Operationen war 45 Jahre (Spannweite: 29 - 56 Jahre).
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Abbildung 18: Altersverteilung bei Durchfiihrung prophylaktischer Operationen.
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3.5 BRCA1/2-Mutationen und Polymorphismen

Im Kollektiv der BRCA1/2-getesteten Ratsuchenden (n=312) sind 50 BRCAI1- und 22
BRCA2-MutationstriagerInnen identifiziert worden. Elf verschiedene BRCA1- und zehn
unterschiedliche BRCA2-Mutationen wurden diagnostiziert. Am hdufigsten traten
Missense- und Nonsense-Mutationen in BRCA1 und Frameshift-Mutationen in BRCALI
und BRCA?2 auf. Lokalisationen, Typen und Haufigkeiten der aufgetretenen Mutationen
werden fir BRCAI in Tabelle 11 und fir BRCA2 in Tabelle 12 dargestellt. Bei 14
BRCA1- und 12 BRCA2-Mutationen war die exakte Lokalisation der Mutation nicht
erhebbar.

Tabelle 11: BRCA1-Mutationen.

Veranderung | Verdnderung
Exon/ auf Basen- auf Aminosr- | Benennung | Mutations-
Intron Nukleofid | Godon Ebene Ebene (nach BIC) Typ "
5 300 61 Tto G Cys to Gly C61G M* 13
20 5370 1751 CtoT Arg to Stop R1751X N° 7
11B 1806 563 CtoT GIn to Stop Q563X N 3
11D 4158 1347 AtoG Arg to Gly R1347G M 3
20 5382 1755 insC Stop1829 5382insC F 3
11C 2795 892 del AAAG Stop 998 2795del4 Fr 2
11C 2881 921 del A Stop 999 2881delA F 1
11C 3135 1006 del CATT Stop 1022 3135del4 F 1
11A 1623 502 del TTAAA Stop 503 1623del5 F 1
15 4604-2 - Ato G - IVS14-2A>G IVS® 1
23 5526-1 - GtoA - IVS22-1G>A IVS 1

* Missense-Mutation (M)

° Nonsense-Mutation (N)

~ Frameshift-Mutation (F)

§ Intervening Sequence (IVS)
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Tabelle 12: BRCA2-Mutationen.

Veranderung | Veranderung
Exon/ auf Basen- auf Aminosr- Benennung Mutations-
Intron Nukleotid | Godon Ebene Ebene (nach BIC) Typ
10 1991 588 del ATAA Stop 612 1991del4 F 1
10 2041 605 ins A Stop 615 2041insA F 2
11C 4088 1287 del A Stop 1292 4088delA F 1
8 886 220 del GC Stop 223 886delGT F 1
11A 2254 676 del T Stop 681 2254delT F 1
19 8623 2799 del A Stop 2820 8623delA F 1
22 8983-1 - GtoA - IVS21-1G>A VS 2
11F | 7069+80 - del TTAA - IVS11+80del4 IVS 1

Polymorphismen in den Genen BRCA1 und BRCA2, welche mit einer Haufigkeit von
>10% im untersuchten Kollektiv auftraten, werden in Tabelle 13 fiir BRCA1 und in

Tabelle 14 fiir BRCA2 dargestellt.

Tabelle 13: Die hiufigsten BRCA1-Polymorphismen.

Polymorphismus n
BRCA1 c.2612 C>T 46 (12%)
c.2082 C>T 45 (12%)
c.3548 A>G 45 (12%)
c.4837 A>G 45 (12%)
c.2311 T>C 44 (12%)
c.3113 A>G 44 (12%)
c.4308 T>C 40 (11%)

Tabelle 14: Die hidufigsten BRCA2-Polymorphismen.

Polymorphismus n
BRCA2 c.6513 G>C hom 52 (11%)
c.4563 A>G hom 51 (11%)
c.7397 T>C hom 51 (11%)
c.3396 A>G 48 (10%)




4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden das Auftreten von Keimbahnmutationen in den Genen
BRCA1l und BRCA2 und deren assoziierte Mamma- und Ovarialkarzinome von
Patientinnen untersucht, die eine genetische Beratung an der Abteilung fiir Gynédkologie
der Universitdtsfrauenklinik in Graz von 1999 bis Februar 2010 erhalten haben. Neben
Mutationslokalisationen und Ausprigungen von Polymorphismen in den Genen BRCAI
und BRCA2 wurden das Erkrankungsalter und die Histopathologie der BRCA1/2-
bedingten Mamma- und Ovarialkarzinome evaluiert und mit Daten aus der Literatur

verglichen.

4.1 Erkrankungsalter und Histopathologie BRCA1/2 - bedingter

Mammakarzinome

Die Ergebnisse dieser retrospektiven Analyse zeigen deutlich, dass das durchschnittliche
Erkrankungsalter mit 39 Jahren von BRCA1l- und mit 42 Jahren von BRCA2-
Mutationstragerinnen nahezu zwei Lebensdekaden niedriger ist, als bei sporadisch
auftretenden Mammakarzinomen. Mehr als 50% aller BRCAl- und BRCA2-
Mutationstragerinnen erkrankten im untersuchten Kollektiv vor dem 40.Lebensjahr, womit
das generell friihe Manifestationsalter zusitzlich hervorgehoben wird. Das Auftreten eines
invasiv-duktalen Wachstumstyps mit 86% in BRCAIl- und 70% in BRCA2-
Mutationstragerinnen zeigt, dass dieser histologische Subtyp ein hdufiges Merkmal von
BRCA1- und BRCA2-positiven Mammakarzinomen ist. Dagegen waren duktale
intraepitheliale Neoplasien (DIN) bei BRCA2-Mutationstridgerinnen (14%) héaufiger
vorhanden, als bei BRCAl-positiven Patientinnen (8%). Ein hdufigeres Auftreten von
BRCA2-bedingten invasiv-lobuldren = Karzinomen als bei BRCAIl-erkrankten
Mutationstragerinnen konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. BRCA1-assoziierte
Mammakarzinome tendierten im untersuchten Kollektiv hdufiger zu einem schlechten
Diftferenzierungsgrad (70% G3), wobei sich BRCA2-assoziierte Mammakarzinome mit
einem meist miBig (36% G2) oder geringen Differenzierungsgrad (45% G3) dhnlicher zu
sporadischen Karzinomen verhielten [5]. In etwa 70% war ein negativer
Hormonrezeptorstatus der BRCA1-positiven Mammakarzinome vorhanden, umgekehrt
zeigten die BRCA2-assoziierten Karzinome in mehr als 65% positive Hormonrezeptoren.

Dies bestitigt erneut die Ansicht, dass es sich bei den Mammakarzinomen von BRCA1-
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und BRCA2-Mutationstriagerinnen um unterschiedliche biologische Phénotypen handeln
diirfte. Diese Ergebnisse werden durch Arbeiten anderer Autoren unterstiitzt [5],[7],[15].
Das mehrheitliche Auftreten eines negativen Her2/Neu-Status war filir beide Mutationen
gleich und scheint somit nicht in Zusammenhang mit dem Mutationsstatus zu stehen,
welche Beobachtung ebenfalls durch Daten aus der Literatur unterstiitzt wird. Jedoch ist zu
beachten, dass die Fallzahlen fiir diesen Parameter aufgrund von teils nicht erhebbaren

Daten klein waren.

4.2 Erkrankungsalter und Histopathologie BRCA1/2 - bedingter

Ovarialkarzinome

Die Ergebnisse zeigen, dass das durchschnittliche Ersterkrankungsalter fiir das
Ovarialkarzinom von BRCA1- mit 48 Jahren und BRCA2-Mutationstrdgerinnen mit 52
Jahren niedriger ist, als beim sporadisch auftretenden Karzinom. Das seltene Auftreten von
BRCA1-assoziierten Ovarialkarzinomen vor dem 40.Lebensjahr und die Raritit BRCA2-
bedingter Ovarialkarzinome vor dem 50.Lebensjahr konnten im untersuchten Kollektiv
bestdtigt werden [15]. In 76% der BRCAIl- und 100% der BRCA2-bedingten
Ovarialkarzinome trat ein seroser Subtyp auf, welcher ein héiufiges Merkmal von
BRCA1/2-positiven Ovarialkarzinomen darstellt. Ahnlich zu den Beobachtungen von
Schmalfeldt et al. wiesen die BRCA1/2-assoziierten Ovarialkarzinome im untersuchten

Kollektiv sehr hiufig ein hohes Grading auf [3].

4.3 Prophylaktische Operationen

Um eine Karzinomerkrankung dieser Hochrisikopersonen im frithesten Stadium zu
erkennen, entscheidet sich die Mehrheit aller identifizierten Mutationstragerinnen, an
einem intensivierten Fritherkennungsprogramm fiir Brust- und Eierstockkrebs
teilzunehmen. Hierbei gilt es jedoch zu beachten, dass ein Nutzen der Fritherkennung beim
Ovarialkarzinom bisher nicht bewiesen werden konnte [7]. Die prophylaktische Chirurgie
stellt momentan die einzige Moglichkeit dar, das Erkrankungsrisiko erheblich zu senken.
Fiinfundzwanzig Ratsuchende lieBen eine prophylaktische Operation durchfiihren. Im
Gegensatz zur Arbeit von Meijers-Heijboer et al. nutzten im untersuchten Kollektiv bereits
erkrankte Mutationstragerinnen die Option zur prophylaktischen Chirurgie hiufiger als

nicht erkrankte Mutationstragerinnen [64]. Mehr als die Hilfte aller prophylaktischen
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Adnexektomien wurde zwischen dem 36. und dem 50.Lebensjahr durchgefiihrt, wobei sich
hier vor allem Frauen mit bilateraler Mammakarzinomanamnese fiir eine prophylaktische
Adnexektomie entschieden. Dies kdnnte durch die Besorgnis, an einem weiteren Karzinom
zu erkranken, erklart werden. Als Zeitpunkt sollte das 35.Lebensjahr erreicht und die
Familienplanung abgeschlossen sein, wobei generell junge Frauen einen grof3eren Nutzen
aus der Durchfithrung prophylaktischer Eingriffe ziehen [28]. Da im angloamerikanischen
Raum prophylaktische Operationen viel hiufiger angenommen werden, sollte speziell in
Osterreich noch mehr Aufklirungsarbeit hinsichtlich der prophylaktischen Chirurgie

geleistet werden.

4.4 BRCA1/2 - Mutationen und Polymorphismen

Elf unterschiedliche BRCA1- und acht verschiedene BRCA2-Mutationstypen wurden im
untersuchten Kollektiv identifiziert, welche zufolge der ,,Breast Core Information
Database® (BIC) eine Auswirkung auf die Funktionen des entsprechenden Gens haben und
mit einem erhohten Karzinomrisiko einhergehen [65]. Das Ausmall der Risikoerhéhung
durch eine einzelne Sequenzverdanderung kann jedoch nicht genau bestimmt werden. Fiir
die Mutationen R1347G in BRCA1 und IVS11+80del4 in BRCA2 liegen momentan noch
ungeniigend Daten iber klinische oder funktionelle Konsequenzen dieser
Sequenzverdnderungen vor [65]. Welche klinische Bedeutung diesen beiden Mutationen
zukommt, ist somit unklar. Die Mutation C61G in Exon 5 des BRCAI1-Gens ist im
untersuchten Kollektiv mit 21% am haufigsten aufgetreten. In BRCA2 waren die

aufgetreten Mutationstypen mit einer Haufigkeit zwischen 4 - 8% gleichméBig verteilt.

Die Missense-Mutation C61G in BRCA1 wurde von Kroiss et al. ebenfalls als hiufigste
pathogene BRCA1-Mutation in einem untersuchten Kollektiv der Genetikberatungsstelle
des AKH Wien identifiziert [66]. Da die Haufung dieser Missense-Mutation nicht nur in
osterreichischen BRCA 1-Mutationstragerlnnen, sondern auch in den Populationen von
Deutschland, Polen, Tschechien und dem Baltikum beschrieben wurde, konnte dies auf
einen Griindereffekt bzw. zumindest auf einen ,mutation hot spot“ in diesem

geographischen Areal Zentraleuropas hinweisen.

Im untersuchten Kollektiv traten in beiden Genen einzelne SNPs mit einer Haufigkeit von
bis zu 12% auf. Interessanterweise waren diese im BRCA2-Gen meist homozygot

vorhanden. Welche Bedeutung diesen Verdnderungen zukommt, ist momentan noch
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unklar. Es wird suggeriert, dass diese genetischen Verdnderungen einerseits das
Karzinomrisiko von BRCA1/2-Mutationstridgerinnen modifizieren und andererseits als
niedrig penetrante Suszeptibilititsvarianten das Brust- und Eierstockkrebsrisiko von Nicht-
BRCA1/2-Mutationstriagerinnen erhdhen konnten [40]. Derzeit gibt es jedoch noch keinen
Anhalt, der ein Screening dieser hdufig vorkommenden genetischen Verdnderungen
rechtfertigen wiirde, um das individuelle Erkrankungsrisiko zu konkretisieren [40].
Diesbeziiglich sind weltweit Assoziationsstudien in Arbeit, um weitere Suszeptibilitatsloci

zu identifizieren und deren Bedeutung in Bezug auf Erkrankungsrisiken zu spezifizieren.

4.5 Limitationen und Prospektiven

Die Limitationen dieser Arbeit ergeben sich einerseits durch die kleine Fallzahl
untersuchter BRCA1/2-Mutationstrdgerinnen und andererseits durch das teilweise Fehlen
exakter Mutationslokalisationen aufgrund der extramuralen molekulargenetischen
Untersuchung und Benennung durch uns unbekannte Nomenklaturen bis zum Jahr 2006.
Dennoch konnen die Beobachtungen weltweit durchgefiihrter Studien des letzten
Jahrzehnts hinsichtlich  frithen Erkrankungsalters und Besonderheiten in der
Histopathologie BRCA1/2-assoziierter Mammakarzinome in diesem Kollektiv bestétigt
werden. Beziiglich des BRCA1/2-bedingten Ovarialkarzinoms lief3 sich ebenfalls selbiger
Trend hinsichtlich friither Manifestation und histopathologischen Merkmalen erkennen,
allerdings waren die Fallzahlen vor allem der BRCAZ2-assoziierten Ovarialkarzinome zu

klein, um signifikante Unterschiede beschreiben zu konnen.

Das hereditdre Mamma- und Ovarialkarzinom stellt eine eigene komplexe Erkrankung dar,
die sich nicht nur hinsichtlich Pathogenese, Histopathologie und Mallnahmen im Bereich
der frithen Diagnostik, sondern in naher Zukunft auch durch neue therapeutische
Moglichkeiten von sporadischen Karzinomen unterscheidet.

Fiinfzehn Jahre nach der Entdeckung der Gene BRCA1 und BRCA2 konnte kiirzlich ein
weiteres hoch penetrantes Suszeptibilititsgen identifiziert werden, das vermutlich in
einigen Jahren seinen Platz neben BRCA1 und BRCA2 in der molekulargenetischen
Untersuchung von Frauen und Minnern aus ,,Brust- und Eierstockkrebsrisikofamilien*
einnehmen wird. Die Entdeckung weiterer Suszeptibilititsgene wird in naher Zukunft
weitere MutationstridgerInnen identifizieren, deren mogliche hereditidre Disposition fiir

Brust- und Eierstockkrebs derzeit noch auf einen negativen BRCA1/2-Mutationsstatus
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beschrinkt ist. Die Identifizierung dieser Gene erdffnet damit betroffenen
Mutationstragerinnen eine risikoadaptierte Pravention und Fritherkennung und zukiinftig
auch individualisierte therapeutische Mdoglichkeiten, die auf den zugrundeliegenden

Erkrankungsmechanismus abzielen.
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