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Zusammenfassung

Keimbahnvarianten, die die DNA-Schutzfunktion von BRCAI und BRCA2 (BRCAI/2)
storen, filhren zu einem erhohten Risiko, einen erblichen Brust- oder Ovarialkrebs zu
entwickeln. Die Identifizierung von Tridgern dieser Varianten ist von klinischer Bedeutung,
da dadurch Betroffene Uberwachungs- und Priventionsprogrammen sowie individuell
gezielten Therapien zugefiihrt werden konnen. Dies fiihrt dazu, dass die Uberlebensrate
dieser Patientinnen steigt. Jedoch werden nicht alle von ihnen in der gleichen Weise
profitieren, weil es noch keine exakte Wissensgrundlage zum funktionellen Einfluss der
BRCAI/2-Varianten gibt. In diesen Fillen kann nur dann eine eindeutige Entscheidung
getroffen werden, wenn die Variante offenkundig schédlich ist (Insertionen, Deletionen
und Substitutionen, die fiir verkiirzte Proteine kodieren). Wenn die Variante keinen
eindeutigen Effekt auf die Proteinfunktion hat (z.B. Missense-Mutation, synonymer
Austausch, Intron-Variante und Varianten der 5'- oder 3'-untranslatierten Region (5’-UTR,
3’-UTR)), kann auch unklar werden, was die beste Verfahrensweise sein konnte. Dieses
Problem zu 16sen, ist nicht leicht, da die experimentelle Bestimmung des Einflusses dieser
Varianten auf die Aktivitdit von BRCA1/2 komplexe zellbasierte Testmethoden erfordert,
die fiir eine systematische Anwendung eine technische Herausforderung darstellen.
Panel-Gentests haben zu einer grolen Anzahl von ,,Varianten mit unklarer Signifikanz*
(VUS) gefiihrt. Unter den 851.837 bei ClinVar eingereichten Varianten sind 412.476 als
VUS Kklassifiziert (aufgerufen im Februar 2021). Ein erheblicher Teil der dokumentierten
Varianten von BRCAI (55%) und BRCA2 (49%) sind ebenfalls VUS, fiir die die
Krebsassoziation aufgrund unzureichender Informationen nicht bewertet werden konnte.
Das American College of Medical Genetics (ACMG), die Association for Molecular
Pathology (AMP) und das College of American Pathologists (CAP) haben im Jahr 2015
eine gemeinsame Konsensus-Empfehlung zur Interpretation von Sequenzvarianten
verdffentlicht. Mittlerweile haben die meisten der kommerziellen genetischen Labore diese
Richtlinie zumindest teilweise implementiert, obwohl sie bei der Anwendung ihrer
einzelnen Kriterien zum Teil Limitationen aufweist.

Das einzige sehr starke Kriterium in der ACMG/AMP-Richtlinie fiir die Pathogenitit einer
Variante ist das Kriterium PVS1, das als LOF- (engl. loss-of-function) oder Null-Allel
(Nonsense-, Frameshift-Variante, kanonische Spleilstellenvarianten +1 oder +2, Start-

Codon-Variante, Einzel- oder Multi-Exon-Deletion) definiert ist.



Bei funktionellen Analysen wurde gezeigt, dass in der Anwesenheit einer LOF-Variante
durch alternatives mRNA-Spleilen alternative Transkripte entstehen kdnnen, die ihre
(partielle) Funktionalitiit behalten. Die Uberschitzung der Auswirkungen auf die jeweilige
Variante konnte zu einer falschen Klassifizierung der Varianten fiihren. Als Beispiel sei
die ,,hypomorphe* BRCA2-Variante c.9976A>T (p.Lys3326Ter) genannt, auch bekannt als
K3326X, die in der Literatur zunichst als pathogen eingestuft wurde. Die Anwesenheit der
Variante in Kontrollpopulationen ohne Zunahme des Auftretens von Brust- oder
Eierstockkrebs fiihrte jedoch zu einer Neuinterpretation als benigner Polymorphismus.
Neuere Studien zeigen die Assoziation der BRCA2-Mutation K3326X mit dem Risiko der

Entwicklung von Melanomen sowie Urothel-, Pankreas-, Brust- und Eierstockkrebs.



Abstract

Germline variants that disrupt the DNA-protective role of BRCAI and BRCA2 (BRCA1/2)
result in an increased risk of developing hereditary breast and ovarian cancers.
Identification of the carriers of these variants is clinically relevant because it allows
channeling these individuals to surveillance and prevention programs and targeted
therapies. As a result, the survival rates of these patients increase; however, not all of them
will benefit equally because exact knowledge of the functional impact of BRCA1/2 variants
is lacking. In these cases, a straightforward decision can only be made when the variant is
overtly deleterious (insertions, deletions, and substitutions coding for truncated proteins).
When the variant has an uncertain effect on the protein function (e.g., missense,
synonymous, intronic, and 5'-untranslated region (5’-UTR) or 3’-UTR variants), the best
course of action becomes unclear. Solving this problem is not easy because experimentally
measuring the impact of these variants on the activity of BRCA1/2 requires complex cell-

based assays that are technically challenging for a systematic application.

Panel gene tests have resulted in the detection of a large number of “variants with unclear
significance” (VUS). Among the 851,837 variants submitted to ClinVar, 412,476 are
classified as VUS (accessed in February 2021). A major part of the documented variants of
BRCAI (55%) and BRCA2 (49%) are also VUS for which the association with cancer

cannot be clearly determined due to insufficient information.

In 2015, the American College of Medical Genetics (ACMG), the Association for
Molecular Pathology (AMP), and the College of American Pathologists (CAP) published a
joint consensus recommendation regarding the interpretation of sequence variants. By now,
most of the commercial genetic laboratories have, at least partially, implemented this

guideline, despite its showing some limitations in the application of individual criteria.

The only very strong criterion in the ACMG/AMP guideline for the pathogenicity of a
variant is the PVS1 criterion, which is defined as loss-of-function (LOF) or null allele
(nonsense, frameshift variant, canonical splice site variants £1 or +2, start codon variant,

single- or multi-exon deletion).

Functional analyses showed that, in the presence of an LOF variant, alternative transcripts
can be created by alternative mRNA splicing that retain (part of) their functionality.
Overestimation of the possible effects on the respective variant can lead to a false

classification of the wvariants. The hypomorphic BRCA2 variant ¢.9976A>T



(p.Lys3326Ter), also known as K3326X, may serve as an example. In the literature, it was
first interpreted as pathogenic; however, the presence of this variant in control populations
without a concomitant increase in the incidence of breast and ovarian cancers led to its
reinterpretation as benign polymorphism. More recent studies show the association of the
BRCA2 mutation K3326X with the risk of developing melanomas as well as urothelial,

pancreatic, breast, and ovarian cancers.
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1 Einleitung

1.1 Ausgangslage und Motivation

Die Identifizierung eines erblichen Krebsrisikos erdffnet einzelnen Menschen und ihren
Familien die Moglichkeit, das Auftreten von Krebs zu vermeiden oder frith zu entdecken.
AulBlerdem hat die Einbindung von genetischen Testresultaten in
Patientenversorgungsprogrammen das Potenzial, die Behandlungsentscheidungen zu

unterstiitzen und den Behandlungserfolg zu verbessern.

Trotz der schon ldnger wéhrenden Verfligbarkeit von Tests auf erblichen Krebs,
einschlielich der BRCA1/2-Gene, fiir die inzwischen seit iiber zwei Jahrzehnten klinische
Tests bereitstehen, ist bisher nur ein kleiner Anteil der Risikopopulation getestet worden.

Aktuelle Daten legen nahe, dass innerhalb der Gruppe der Krebspatientinnen weniger als
20% der Patientinnen mit Brust- und Ovarialkrebs, die den Kriterien fiir die Testung auf
eine erbliche Krebsdisposition geniigen, wirklich getestet werden, oft aufgrund fehlender

Identifikation von Hochrisikopatientinnen und fehlender Empfehlungen der Anbieter.

Der Gentest fiir die BRCAI- oder BRCA2-Gene (BRCAI1/2-Gene), die mit dem erblichen
Brust- und Ovarialkarzinom-Syndrom assoziiert sind, wird in der klinischen Praxis
weitverbreitet  eingesetzt.  Patientinnen mit Brust- oder Ovarialkrebs, die
krankheitsassoziierte BRCA1/2-Keinmbahnmutationen  tragen, erhalten eine
prophylaktische Behandlung, wie z.B. risikovermindernde Medikamente, eine
risikoherabsetzende bilaterale Mastektomie und eine risikoreduzierende Salpingo-
Ovariektomie (RRSO), um ein Rezidiv des Krebses zu verhindern. AuBBerdem kénnen auch
zielgerichtete Therapien wie Inhibitoren der Poly(ADP-ribose)-Polymerase (PARP1) fiir
bestimmte Patientinnen mit BRCA 1/2-Genmutationen eingesetzt werden.

Die Interpretation einer Variante zur Verwendung bei der klinischen Entscheidungsfindung
erfordert eine umfassende Kenntnis des Phanotyps der Patientin, der Art der Vererbung des
Krankheitsgens, des Mutationsmechanismus (z.B. Haploinsuffizienz, dominant negativ),

der Proteinstruktur und -funktion und der Stirke der Gen-Krankheits-Beziehung.

Das American College of Medical Genetics (ACMG), die Association for Molecular
Pathology (AMP) und das College of American Pathologists (CAP) haben im Jahr 2015
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eine gemeinsame Konsensus-Empfehlung zur Interpretation von Sequenzvarianten
verdffentlicht. Mittlerweile haben die meisten der kommerziellen genetischen Labore diese
Richtlinie zumindest teilweise implementiert, obwohl sie bei der Anwendung ihrer
einzelnen Kriterien zum Teil Limitationen aufweist und erkrankungsspezifische

Optimierungen braucht.

Die Folgen einer Fehlinterpretation konnen nicht nur fiir den Probanden, sondern auch fiir
seine Angehorigen schidlich sein, da deren klinisches Management geéndert wird.
In dieser Arbeit werden die Limitationen der ACMG-Richtlinie und Threr einzelnen

Kriterien diskutiert.
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2 Literatur
2.1 Brust- und Eierstockkrebs

2.1.1 Epidemiologie von Brustkrebs

Bei Brustkrebs handelt es sich um die unkontrollierte Zellteilung und maligne Entartung
von Zellen in den Driisenepithelien der Brust. Die Art des Brustkrebses ldsst sich von der
Lokalisation der Zellen, die sich krebsartig verédndern, ableiten.

Schitzungen zufolge gab es 2018 weltweit 19,3 Millionen neue Krebsfille und 9,9
Millionen Krebstote. Nach Angaben der GLOBOCAN (Internationale Gesellschaft fiir
Krebsforschung) waren im Jahr 2020 die hdufigsten krebsbedingten Todesursachen bei den
Minnern Lungenkrebs, Prostatakrebs, Leberkrebs und Magenkarzinom, in dieser
Reihenfolge. Bei den Frauen waren es Brustkrebs, Gebdrmutterhalskrebs und
Lungenkrebs. Dariliber hinaus ist Brustkrebs in 52 Léndern der Welt die hiufigste
Todesursache durch Krebs (siche Abbildung 1).

Top cancer per country, estimated age-standardized mortality rates (World) in 2020, both sexes, all ages

-

ﬁ-.:

Lungen (60)

Brust (52)

Prostata (32)
Geb#rmutterhals (28)

Leber (7)

Magen (5) I Nicht anwen dbar
Oesophagus (1) Keine Daten

Abbildung 1: Hochste Sterblichkeitsraten abhéngig von der Krebsart [1].

Laut einem gemeinsamen Bericht der World Health Organization (WHO) und der
Internationalen Agentur fiir Krebsforschung (IARC) entwickeln jedes Jahr weltweit
1.000.000 Frauen Brustkrebs und 370.000 Frauen sterben an dieser Krankheit. Brustkrebs
ist die héufigste bosartige Erkrankung der weiblichen Bevolkerung, mit einem

lebenslangen Risiko von 10% in der Allgemeinbevdlkerung [2].
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Allein in Europa werden jedes Jahr 340.000 neue Brustkrebsfille gemeldet. In den USA
werden jdhrlich 184.000 neue Brustkrebserkrankungen festgestellt und Brustkrebs wird mit
einer Rate von 18% unter allen Krebstoten nach Lungenkrebs als zweithdufigste
Todesursache gemeldet. Die Inzidenz von Brustkrebs nimmt in der Welt zwar weiter zu —
jahrlich um durchschnittlich 0,5% — doch trotz dieses Anstiegs der Inzidenz konnte seit

Anfang der 1990er-Jahre ein leichter Riickgang der Mortalitit festgestellt werden [3-6].

2.1.2 Etiologie und Risikofaktoren beim Mammakarzinom

Es gibt eine Vielzahl von Risikofaktoren, die zur Entstehung von Brustkrebs beitragen.
Neben dem Geschlecht ist das Alter bei weitem der wichtigste Risikofaktor. Die
Brustkrebsinzidenz nimmt mit zunehmendem Alter dramatisch zu. Die nachgewiesenen
Risikofaktoren von Brustkrebs stehen in Zusammenhang mit der Fortpflanzung und den
weiblichen Geschlechtshormonen: So besteht bei Frauen mit einer frithen ersten
Regelblutung, einer spiten Menopause und ohne Kinder oder bei Frauen mit einer
Mutterschaft nach dem 30. Altersjahr ein hoheres Risiko, an Brustkrebs zu erkranken.
Diese Tatsache ist wahrscheinlich durch die Anzahl der Menstruationszyklen [7] und den
hoheren Ostrogenspiegel bedingt [8].

Die Einnahme der Antibabypille sowie Hormonbehandlungen in der Menopause
(hauptsichlich Behandlungen mit Ostrogen-Progesteron-Kombinationen) steigern das
Brustkrebsrisiko ebenfalls [7].

Stark tibergewichtige Frauen sind geféhrdeter, jedoch erst nach der Menopause, was auf
die Umwandlung der Androgene in Ostrogene im Fettgewebe zuriickzufiihren ist. Der
Zusammenhang zwischen Ubergewicht und Brustkrebsrisiko ist jedoch komplex, denn vor
der Menopause schiitzt starkes Ubergewicht vor Brustkrebs, wahrscheinlich weil es den
Eisprung unterdriickt [7].

Grof3gewachsene Frauen sind vor und vermutlich auch nach der Menopause einem
erhohten Brustkrebsrisiko ausgesetzt. Aullerdem besteht bei Frauen, die mit einem hohen
Geburtsgewicht zur Welt kamen, ein hoheres Risiko, vor der Menopause an Brustkrebs zu
erkranken [7].

Alkoholkonsum, kalorienreiche Nahrung sowie mangelnde Bewegung stellen ebenfalls

Risikofaktoren fiir eine Brustkrebserkrankung dar [7].
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Der Kontakt mit Rontgen- und Gammastrahlen und die Einnahme von Diethylstilbestrol
(das zwischen 1940 und 1970 wéhrend der Schwangerschaft zur Vorbeugung von
Fehlgeburten verschrieben wurde) férdern die Entstehung von Brustkrebs. Rauchen konnte
das Brustkrebsrisiko ebenfalls steigern [9].

Ein erhohtes Risiko besteht bei einer hohen Brustdichte, atypischen Lésionen bei fritheren
Biopsien sowie Brustkrebs in der Familie. Etwa 5-10% aller Brustkrebsfille zeigen einen
hereditdren Hintergrund [10,11]. Frauen, die mutierte Brustkrebsgene tragen (BRCAI und
BRCA?2), haben ein Lebenszeitrisiko von 55-85%, einen Brustkrebs zu entwickeln, und ein

Risiko von 15-65% fiir einen Ovarialkrebs [2,12,13]

Obwohl viele Frauen einen oder mehrere der genannten Risikofaktoren haben, entwickeln
sie dennoch keinen Brustkrebs, und einige Frauen konnen an Brustkrebs erkranken, selbst
wenn sie keinen Risikofaktor aufweisen. Einige Risikofaktoren kdnnen nicht gedndert oder
vermieden werden, andere konnen durch eine Anderung des Lebensstils beeinflusst werden

[14-16].

2.1.3 Klassifikation von Brustkrebs

Brustkrebs wird grundsétzlich nach seinen histopathologischen Merkmalen und seiner

molekularen Basis in zwei getrennte Kategorien eingeteilt.

2.1.3.1 Histopathologische Klassifikation von Brustkrebs

Brustkrebs wird histopathologisch in zwei Hauptgruppen unterteilt: in situ-Karzinome und
invasive Karzinome. Bei einem in situ-Karzinom (wortlich: Krebs am Ursprungsort) sind
die Epithelzellen von der Basalmembran umgeben; ein Friihstadium eines epithelialen
Tumors ohne invasives Tumorwachstum. Beim invasiven Karzinom (infiltrativ)
tiberqueren neoplastische Zellen die Basalmembran und gehen in das Stroma tiber [17,18].

Die WHO klassifiziert Brustkrebs histopathologisch wie in Tabelle 1 gezeigt.
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Tabelle 1: Histopathologische Klassifikation von Brustkrebs [17,18].

in situ -Karzinome Invasives lobulires Karzinom Seltene Formen

in situ duktales Invasives duktales Karzinom Lipidreiches Karzinom

Karzinom

in situ lobuldres Invasives lobulédres Karzinom Onkozytom

Karzinom Tubuldres Karzinom Kleinzelliges Karzinom
Invasives cribriformes Karzinom Neuroendokrines
Medulldres Karzinom Karzinom

Muzinodses Karzinom

Invasives papillares Karzinom

Invasives mikropapilléres
Karzinom

Apokrines Karzinom

Sekretorisches (juveniles)
Karzinom

Adenoides zystisches Karzinom

Metaplastisches Karzinom

Inflammatorisches Karzinom

2.1.3.2 Molekulare Klassifikation von Brustkrebs

Brustkrebs wurde 2006 nach seinen molekularen Eigenschaften in flinf Hauptgruppen
unterteilt. 2010 wurde eine neue Gruppe namens ,,Claudin-low* hinzugefiigt. Diese

Klassifizierung wurde nach Genexpressionsmustern durchgefiihrt [17,19,20].

Gruppe 1: Basal-idhnliche: In dieser Gruppe haben die Krebszellen eine #hnliche
Genexpression wie basale Epithelzellen in normalem Brustgewebe. Im Gen fumor protein
53 (TP53) treten Mutationen auf. Die Krebszellen sind Ostrogenrezeptor-negativ. Basal-
dhnlicher Brustkrebs wurde bei Personen festgestellt, die eine BRCA/-Mutation tragen. In
dieser Gruppe von Brustkrebs sind Kurzzeitrezidive und Fernmetastasen zu sehen

[17,19,20].

Gruppe 2: ,Luminal A“: In dieser Gruppe weisen die Krebszellen eine &hnliche
Genexpression auf wie die luminalen Epithelzellen. Beim 7P53-Gen ist keine Mutation
vorhanden und die Zellen sind Ostrogenrezeptor-positiv. Die Patientinnen in dieser Gruppe
haben eine ldngere Lebensdauer und eine bessere Prognose. Personen mit einer BRCA2-

Mutation entwickeln einen Luminal-Typ-A-Krebs [17,19,20].
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Gruppe 3: ,,Luminal B*: Ahnlich wie in der Luminal-A-Gruppe haben die Betroffenen
eine mittlere Prognose [17,19,20].

Gruppe 4: ,HER2/neu (ERBB2)-positiv¥: Die Gruppe ist durch die Uberexpression des
HER2/neu-Gens in Krebszellen gekennzeichnet. Die Prognose der Patientinnen in dieser
Gruppe ist schlecht, ihre Lebenserwartung ist kiirzer als in den anderen Gruppen und es

werden mehr Metastasen beobachtet [17,19,20].

Gruppe 5: ,,Normalbrustgewebe-ihnliche“: Die Genexpression in den Krebszellen ist

dhnlich wie in den gesunden Brustgewebezellen [17].

Gruppe 6: ,,Claudin-low*: Diese Gruppe ist durch eine verminderte Expression von
Claudin-3-, Claudin-4- wund Claudin-7-Proteinen und  E-Cadherin-Proteinen
gekennzeichnet, die an der Calcium-abhingigen Zelladhésion beteiligt sind [17,19,20].

Der Prozentsatz der Gruppen in der molekularen Klassifikation ist in Abbildung 2

dargestellt.
Brustkrebs
T 50
Luminal A (40%) Normalbrustgewebe-dhnliche (1-2%)
Luminal B (40%) HER2/neu (ERBB2)-positiv (10-15%)
Basaléhnliches (15-20%) Claudin-low (12-14%)

Abbildung 2: Molekulare Klassifikation von Brustkrebs und die Haufigkeit der Typen
[19].
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2.1.4 Epidemiologie von Eierstockkrebs

Eierstockkrebs spielt bei weiblichen Genitalkrebserkrankungen eine wichtige Rolle, da
dieser Krebs am héufigsten zum Tod fiihrt. In Bezug auf die Todesursache belegt er nach
Brust-, Darm- und Lungenkrebs den vierten Platz unter den allgemeinen Krebsarten.
Eierstockkrebs macht 20-25% aller Genitalkrebserkrankungen aus. Es wurde berechnet,
dass 1-2% aller Frauen irgendwann in ihrem Leben Eierstockkrebs haben werden [21].
Weltweit wird jedes Jahr bei ungefdhr 240.000 Frauen Eierstockkrebs diagnostiziert, und
es wird erwartet, dass mehr als die Halfte von ihnen an diesem Krebs sterben. Die
Mortalitdt bei Eierstockkrebs ist etwa dreimal so hoch wie bei Brustkrebs, und
Eierstockkrebs ist die todlichste gyndkologische Malignitét in den Industrielindern. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate liegt bei Patientinnen im Stadium III oder IV bei etwa 25% [22].
Eierstockkrebs kann in jedem Alter auftreten. Das Durchschnittsalter betrdgt 55 Jahre.
Wihrend die Krankheit vor dem 30. Lebensjahr selten ist, besteht mit steigendem Alter ein
zunehmendes Risiko. Die Krankheit tritt am hiufigsten im Alter zwischen 75 und 79
Jahren auf. In Anbetracht der Tatsache, dass 90% der Eierstockkrebserkrankungen im
Allgemeinen epithelialer Art sind, kann gefolgert werden, dass epithelialer Eierstockkrebs

die Lebensspanne in hohem Male beeinflussen kann [22,23].

2.1.5 Etiologie und Risikofaktoren bei Eierstockkrebs

Wie beim Brustkrebs stehen die Risikofaktoren mit fritheren Schwangerschaften und den
weiblichen Geschlechtshormonen in Zusammenhang. Eine reduzierte Anzahl an
Eispriingen (spite erste Periode, frilhe Wechseljahre, Schwangerschaften) scheint eine
schiitzende Wirkung zu haben. Eierstockkrebs kommt dementsprechend bei kinderlosen
Frauen héufiger vor. Neue Studien zeigen, dass eher eine Unfruchtbarkeit das
Eierstockkrebsrisiko erhoht als die Behandlung der Unfruchtbarkeit. Endometriose wird
mit bestimmten Arten von Eierstockkrebs in Verbindung gebracht. Auch eine
Hormonbehandlung in der Menopause steigert das Erkrankungsrisiko, wéhrend die
Einnahme der Antibabypille das Risiko reduziert [7].

Als weitere Risikofaktoren gelten Rauchen [7] sowie Reizstoffe wie Talk (Talkum) oder
Asbest [7]. Eine tiberdurchschnittliche KorpergroBe im Erwachsenenalter und ein hoher

Body Mass Index fordern die Entstehung von Eierstockkrebs [25]. Frauen, in deren
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Familie Eierstock- und Brustkrebs aufgetreten ist, Tragerinnen von Mutationen in den
BRCAI1/2-Genen sowie Frauen, die an einem erblichen nichtpolypdsen Darmkrebs

(HNPCC) leiden, sind ebenfalls starker gefahrdet [7,25].

2.1.6 Klassifikation von Eierstockkrebs

Nach der Tumormorphologie und Klassifizierung der WHO (2014) werden primére
Eierstocktumoren in drei Kategorien unterteilt: epitheliale (60%), Keimzell- (30%) und
Gonadenstromatumoren  (8%). Die lberwiegende Mehrheit der bosartigen
Eierstocktumoren (80-85%) werden jedoch als epitheliale Tumoren klassifiziert. Maligne

Keimzell- und Gonadenstromatumoren machen etwa 10% aller malignen Ovarialtumoren

aus [26].

Epithelialer Eierstockkrebs ist in zwei verschiedene histologische Subtypen unterteilt. Typ-
[-Tumoren umfassen niedriggradige serdse, muzindse, endometrioide und klarzellige
Karzinome und neigen oft dazu, langsamer zu wachsen. Im Gegensatz dazu sind Typ-II-
Tumoren hochgradig und die Krankheit schreitet schnell voran. Das hochgradige serdse
Ovarialkarzinom ist der hdufigste Typ-II-Tumor und macht fast 75% aller epithelialen
Eierstockkrebse aus. Es ist eines der invasivsten Karzinome. Es gibt keine Methode zur
Fritherkennung und die Mehrheit der Frauen wird erst dann diagnostiziert, wenn der Krebs

in andere Gewebe wie die Bauchhohle metastasiert hat [22].

Ovarialtumoren weisen {iberraschend unterschiedliche pathologische Merkmale auf. Dieser
Unterschied kann auf die drei Zelltypen zuriickgefiihrt werden, aus denen der normale
Eierstock besteht: das multipotente oberflichenbedeckende Epithel, die totipotenten
Keimzellen und die multipotenten Stromazellen des Sexualstrangs.
Oberfldchenepitheltumoren machen einen groB3en Teil aller priméren Ovarialtumoren und
fast 90% aller bosartigen Typen aus. Keimzell- und Gonadenstromatumoren treten seltener
auf und machen 15-20% aller Ovarialtumoren und weniger als 10% der bdsartigen
Tumoren aus. Die Entstehung, Héufigkeit und Altersverteilung verschiedener

Ovarialneoplasmen sind in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Entstehung, Héufigkeit und Altersverteilung verschiedener Ovarialneoplasmen

[27]
Ursprung Oberflichenepithelzell | Keimzellen Gonadenstroma Metastasie
en rung
Eierstocke
Ovariale 65-70% 15-20% 5-10% 5%
Hiiufigkeit
Anteil der 90% 3-5% 2-3% 5%
malignen
Ovarialtumor
en
Betroffene Uber 20 Jahre Uber 25 Jahre Jedes Alter Variabel
Altersgruppe
Typen e Serdser Tumor e Teratom ¢ Fibrom,
e Muzingser Tumor e Dysgerminom Granulom
e Endometrioider e Endodermalsinu | ® Androblastom
Tumor stumoren (Sertoli-Zellen
o Klarzelliger Tumor ¢ Chorionepitheli oder Leydig-
e Brenner-Tumor om Zwischenzellen)
e Zystadenofibrom

2.1.7 Hereditiarer Brust- und Eierstockkrebs

Das BRCAI- und BRCAZ2-assoziierte hereditire Brust- und Eierstockkrebs (HBOC)-
Syndrom ist eine autosomal dominante Erkrankung, die durch ein erhdhtes Risiko fiir
weiblichen und ménnlichen Brustkrebs, Eierstockkrebs (einschlieBlich FEileiter- und
primédren Peritonealkrebs) und in geringerem Malle fiir andere Krebsarten wie
Prostatakrebs, Bauchspeicheldriisenkrebs und Melanome gekennzeichnet ist. Die genauen
Krebsrisiken unterscheiden sich geringfiigig, je nachdem, ob der HBOC durch eine

pathogene BRCA 1- oder BRCA2-Variante verursacht wird.

Diese Genmutationen sind die hdufigste Ursache fiir erblichen Brust-/Eierstockkrebs und
treten bei allen Rassen und ethnischen Gruppen auf. Die allgemeine Pridvalenz von
BRCA1/2-Mutationen variiert zwischen 1/200 und 1/800. Bei Ashkenazi-Juden ist dieser
hoher (1/40). BRCAI/2-Mutationen 5-10%  der

Brustkrebserkrankungen aus [28,29]. Trdger einer Mutation in einem der beiden Gene

Anteil machen erblichen

haben ein lebenslanges Risiko von 60-85%, an Brustkrebs zu erkranken, wihrend das

allgemeine Risiko, an Krebs zu erkranken, zwischen 10% und 40% liegt [13]. Aber nicht
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jeder Triager einer pathogenen BRCAI/2-Mutation erkrankt an Brust- und/oder
Eierstockkrebs [28,29].

Epidemiologische Studien zeigen, dass die Wahrscheinlichkeit, an Brustkrebs zu
erkranken, 1,7-4,0-mal hoher ist als bei der Allgemeinbevolkerung, falls bei einem
Verwandten ersten Grades eine Brustkrebserkrankung aufgetreten ist. Daher ist die

Familiengeschichte ein wichtiger Risikofaktor fiir die Krankheit [30].

Tabelle 3: Erkrankungsrisiko bei Tragerschaft einer pathogenen Keimbahnmutation in den

BRCA1/2-Genen [28-30]

Krebsart Allgemeines Risiko Risiko fiir Erkrankung
in der Bevolkerung | BRCAI-Mutation BRCA2-Mutation
Brustkrebs 12% 46-87% 38-84%
Brustkrebs beim 0,1% 1,2% Bis 8,9%
Mann
Eierstockkrebs 1-2% 39-63% 16,5-27%
Prostatakrebs 6% im Alter von 69 | 8,6% im Alter von 15% im Alter von 65
Jahren 65 Jahren Jahren
Pankreaskrebs 0,5% 1-3% 2-7%
Melanoma 1,6% Erhohtes Risiko

2.1.8 Ethik und genetische Beratung bei Brustkrebs

Aufgrund der rasanten Entwicklungen in der Genetik und den zugehdrigen Technologien
ist die Diagnose genetisch bedingter Krankheiten heute weit verbreitet. Parallel zu dieser
Entwicklung haben sich die Anwendungsbereiche der genetischen Diagnosetests rasch
erweitert. Genetische Diagnosetests, die anfangs nur zur Erkennung von Erbkrankheiten
dienten, gehen iiber diesen Grundzweck ldngst hinaus und sind inzwischen auch in
Bereichen wie der Bestimmung erblicher Veranlagungen, der Entscheidung iiber die
Behandlung und der Bestimmung von Risiken lebenslanger Krankheiten {iblich.
Infolgedessen wurde dazu ein Leitfaden flir medizinische und chirurgische
Behandlungsanwendungen sowie fiir Anwendungen in der Préventivmedizin entwickelt.
Das wachsende Spektrum genetischer Diagnoseanwendungen hat auch die Art und das
Ausmal ethischer und rechtlicher Probleme in der Medizin beeinflusst. Prasymptomatische

und pradiktive Tests, die sich vor allem in den letzten Jahren verbreitet haben, haben
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sowohl aufgrund der Anwendungsmethoden als auch aufgrund der Auswirkungen der darin
enthaltenen Informationen neue ethische Themen geschaffen. Wie bei allen anderen
Anwendungen ist es unvermeidlich, dass sich ein medizinischer und ein ethischer Ansatz

gemeinsam entwickeln [31].

Menschen mit einer Krebsdiagnose sind nicht nur physiologisch oder individuell betroffen.
Diese Personen und ihre Familienmitglieder stellen die Ursache der Krankheit infrage und
sind psychosozial betroffen. In Féllen, in denen mehr als eine Person in der Familie mit
Krebs diagnostiziert wurde, erwidgen die Familienmitglieder den gesamten
Krankheitsverlauf und seine Folgen, einschlieBlich des Todes. Viele dieser Personen
suchen Unterstiitzung bei ihren Arzten/innen, um ihre Bedenken auszuriumen und
Informationen tiber priventive Maflnahmen zu erhalten. Dies wirft einige Schwierigkeiten
bei der genetischen Beratung in Bezug auf ein familidres Krebssyndrom auf. Ein korrektes
Verstindnis des Krebsrisikos verringert die psychische Belastung von Personen mit
geringem Risiko wie auch die wirtschaftlichen Kosten aufgrund unnétiger
Untersuchungen. Bei Personen mit hohem Risiko ist es dagegen sehr wichtig, sie beziiglich
der Krebspriavention zu beraten, um die Inzidenz und Mortalitit des Krebses zu verringern.
Obwohl die Mechanismen hinter Krebs nicht vollstindig geklért sind, ist bekannt, dass es
sich um eine multifaktorielle Krankheit handelt, bei der genetische Faktoren und

Umweltfaktoren zusammenwirken [32-34].

2.2 Die BRCAI- und BRCA2-Gene

Die BRCAI- und BRCA2-Gene wurden vor iiber zwei Jahrzehnten entdeckt. In diesen
Jahren gab es zahlreiche Forschergruppen, die mithilfe der Kopplungsanalyse
chromosomale Positionen vererbter Gene nachweisen konnten. Unter Verwendung
polymorpher genetischer Marker von bekannten Loci im Genom von betroffenen
Familienmitgliedern analysierten sie, welche Marker mit der untersuchten Krankheit
vererbt wurden. Im Jahr 1990 wurde an der Universitidt von California, Berkeley bei 146
Personen mit friih auftretendem Brustkrebs aus 23 Familien eine Kopplungsstudie
durchgefiihrt, und auf Chromosom 17 wurde eine kleine Region identifiziert, die fiir
hereditiaren Brustkrebs verantwortlich ist. 1994 wurde das BRCAI-Gen auf Chromosom
17921 unter Verwendung von positionellen Klonierungsmethoden und Einzelstrang-

Konformationspolymorphismus-Analysen kloniert. Anhand der Methode zum Nachweis
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des Verlusts der Heterozygotie (loss of heterozygosity, LOH) wurde festgestellt, dass das
BRCAI-Gen ein Tumorsuppressorgen ist [12,35]. Danach wurden bei einer
Kopplungsanalyse 146 Personen mit Brustkrebs und 16 Personen mit Eierstockkrebs
untersucht, und ein weiterer mit Brustkrebs assozierter Locus wurde auf Chromosom 13
identifiziert. 1995 wurde BRCA2, das sich in der q12-Region von Chromosom 13 befindet,
kloniert [36].

Es gibt zwei Hauptmechanismen der Tumorbildung: ein Funktionsverlust in
Tumorsuppressorgenen und die Aktivierung von Proto-Onkogenen. BRCAI und BRCA2
sind beide Tumorsuppressorgene. Nach der Zwei-Treffer-Hypothese von Alfred G.
Knudson verursachen Mutationen in beiden Allelen eines Genes Krebs. Bei
Keimbahnerkrankungen ist der erste Treffer die vererbte Mutation, der zweite Treffer wird
durch eine somatische Mutation des Wildtyp-Allels verursacht. In normalen Zellen ist die
DNA stindig endogenen (reaktive  Sauerstoffspezies und freie normale
Stoffwechselradikale, intrinsische Replikationsfehler) oder exogenen (ultraviolette
Strahlen, chemische Exposition) schddigenden Einfliissen ausgesetzt. DNA-Schiden

werden durch verschiedene Reparaturmechanismen behoben [37].

Die BRCA-Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Reparatur von
Doppelstrangbriichen in der DNA. Die homologe Rekombinationsreparatur ist ein
evolutiondr hochkonservierter Prozess, der die korrekte Reparatur der Doppelhelix
gewihrleistet. Die homologe Rekombination tritt wéhrend der spédten S- und G2-Phasen
des Zellzyklus auf, dann kann die intakte Schwesterchromatide als Matrize fiir die

Reparatur verwendet werden.

Die nicht homologe Endverbindung (non-homologous end-joining, NHEJ) tritt in der GO-
oder G1-Phase des Zellzyklus auf und repariert gebrochene DNA-Enden einfach durch
Zusammenfiithren. Da keine Vorlage fiir die DNA-Reparatur verwendet wird, ist der
Reparaturmechanismus selbst fehleranféllig. Infolgedessen konnen kleine Deletionen oder

Insertionen auftreten [38,39].

Da die DNA-Reparatur bei Zellen mit pathogenen BRCAI/2-Mutation durch das
fehleranfillige NHEJ durchgefiihrt wird, steigt das Risiko fiir genomische Instabilitdt und

fiir eine bosartige Transformation der genomischen Information [39,39].
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BRCA1 BRCA2

stabilzation of rephcaton fork

Abbildung 3: Funktionelle Eigenschaften der BRCA-Proteine [40]

Beim Prozess der homologen Rekombinationsreparatur stehen nicht nur BRCA1/2, sondern
auch andere DNA-Reparaturproteine wie ATM, CHEK2, BARDI1, BRIP1, MREI1, RADS50,
NSBI (NBN), RAD51C, RAD51D und PALB?2 in koordinierter Wechselwirkung [39-41].

Bei diesem Prozess bindet BRCAI an BARDI und akkumuliert an der beschiddigten DNA-
Region. BARDI erkennt Poly(ADP-Ribose)-Einheiten in den beschiddigten DNA-Regionen
und bringt den BRCAI/BARDI-Heterodimerkomplex zu den DNA-Schadensstellen.
Andere Reparaturkomplexe, wie der MRN-Komplex (MRE11-RAD50-NBS1), binden an
die 5'-Enden auf beiden Seiten des DNA-Doppelstrangbruchs. RADS51 und andere Proteine
(BRCA2, RADSIC, RAD5ID, XRCC2, PALB2) finden die Schwesterchromatide und
ermdglichen, dass sie als DNA-Matrize verwendet werden kann. PALB2 erleichtert die
Lokalisierung von BRCA2 im Zellkern bei einem DNA-Schaden. BRCAI hat noch
zusétzliche Rollen: Es hilft neben der homologen Rekombinationsreparatur auch bei der
Chromatinumlagerung und der Zellzyklusregulation. Bei Doppelstrangbriichen regelt
BRCAI die PALB2-abhidngige Funktion der BRCA2-RADS5I-Reparaturmaschinerie und
bindet y-H2AX (Histon H2AX) an die DNA-Reparaturstellen [39-41].

Bei hereditdrem Brust-/Eierstockkrebs sind die Mutationen in BRCA1 und BRCA?2 nicht fiir
alle auftretenden Félle verantwortlich. Die Fanconi-Andmie-Gene (FANCD2, FANCA und
FANCC), 24 MMR-Gene (MLHI, MSH2, PMS1, PMS2, MSH6 und EPCAM), DNA-
Checkpoint-Gene (47M, ATR und CHEKI/2) und Tumorsuppressorgene (7P53, SKT11
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und PTEN) wurden mit einem erhdhten Risiko fiir Brust- und Eierstockkrebs und mit

weiteren krebsassoziierten Syndromen in Verbindung gebracht [28].

2.2.1 Struktur des BRCAI-Gens und des BRCAI-Proteins

BRCAI (17921, Chromosom 17: Basenpaare 43.044.294-43.125.482) umfasst 24 Exons
und kodiert fiir ein Protein mit 1863 Aminosduren. Das erste Exon kodiert nicht fiir
Aminosduren und das grofite Exon ist das Exon 11. Etwa 4,8% des BRCA I-Gens bestehen
aus Wiederholungssequenzen niedriger Dichte und ungefihr 41,5% bestehen aus Alu-
Sequenzen [42]. Das BRCAI-Protein besteht aus mehreren Dominen, die fiir seine
vielfaltigen Funktionen besonders wichtig sind. An seinem N-Terminus besitzt BRCAI ein
Zinkfinger-RING-Motiv (RING fiir Really Interesting New Gene), das eine Rolle bei der
Wechselwirkung von BRCA1 und BARD1 (BRCAI-assoziiertes RING-Doménenprotein 1)
spielt und fir die Bildung des E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexes essenziell ist. Am C-
terminalen Ende ermoéglichen zwei phosphopeptidbindende BRCT-Doménen die
Interaktion mit Proteinen wie CtIP (CtBP1 (C-terminales Bindungsprotein 1)
interagierendes Protein), ABRAXAS (BRCAI-A Complex Subunit) und BRIP1/FACJ
(Protein-C-terminale Helikase 1). Der zentrale Teil von BRCA wird von den Exons 11-13
kodiert, und Mutationen in diesen Regionen treten haufig bei Brustkrebspatientinnen auf.
Diese Teile bestechen aus zwei Kernlokalisierungssignalen (NLS) und einer
»Doppelwendel“ (Coiled-Coil), die die Wechselwirkung zwischen BRCA2 und seinem
Partner PALB?2 reguliert [43].

BRCA1 .
| I ‘ l 'l ‘
| |

BRCA2

NI E ) MEN

Abbildung 4: Funktionelle Regionen (Doménen) der BRCA I- und BRCA2-Proteine [45]
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2.2.2 Struktur des BRCA2-Gens und des BRCA2-Proteins

BRCA2 (13q12.3, Chromosom 13: Basenpaare 32.315.479-32.399.671) enthilt 27 Exons
und kodiert fiir ein Protein, das aus 3418 Aminosduren besteht. Wie in BRCAI ist das
grofite Exon das Exon 11 und das erste Exon kodiert nicht fiir Aminosduren des Proteins
[43]. Das BRCAZ2-Protein enthélt eine Transkriptionsaktivierungsdomane (TAD) an seinem
N-Terminus. Der mittlere Teil wird vom Exon 11 kodiert und enthélt acht konservierte
Motive, sogenannte BRC-Wiederholungen, die an RADS51 binden. Die DNA-
Bindungsdoméne am C-Terminus des BRCA2-Proteins besteht aus einer konservierten
helikalen Domine, drei Oligonukleotidbindungsstellen und einem Fragment, das die
Bindung von BRCA2 an doppelstringige (dsDNA) und einzelstringige DNA (ssDNA)
erleichtert [43].

2.2.3 BRCAI- und BRCA2-Mutationen

Bei den BRCAI- und BRCA2-Genen wurden mehr als 3000 pathogene und wahrscheinlich
pathogene Mutationen beschrieben [36]. Ungefdhr 10-15% der Brustkrebsfille werden
durch vererbte genetische Mutationen verursacht. Die Mutationen mit der hdchsten
Penetranz sind die in den BRCAI- und BRCA2-Genen, die wichtige Funktionen bei der
Genomstabilisierung haben. Frauen mit pathogenen Mutationen in BRCAI haben ein
lebenslanges Brustkrebsrisiko von 72% und solche mit pathogenen BRCA2-Mutationen ein
Brustkrebsrisiko von 69% [44]. Das Risiko, an Eierstockkrebs zu erkranken, betrigt bei
Trégern einer BRCA I-Mutation 40-50% und bei Trigern einer BRCA2-Mutation 20-30%.
Mutationen in BRCAI/2 erhohen auch das Risiko fiir Prostatakrebs, Melanome und
Bauchspeicheldriisenkrebs. Die Identifizierung von Trdgern pathogener BRCA-Mutationen
vor der Krebsdiagnose ist wichtig, um diese Félle durch vorbeugende Mallnahmen,
Chemoprévention und vorbeugende Operationen vor der Krebsentstehung zu schiitzen
[44].

In den kodierenden und nichtkodierenden Regionen der BRCAI1/2-Gene wurden
verschiedene Mutationen wie Deletionen, Insertionen und Anderungen einzelner
Nukleotide (Punktmutationen) berichtet. Die hidufigsten Arten von Mutationen sind
Frameshift-Mutationen durch kleine Deletionen und Insertionen, Nonsense-Mutationen,
die zur Bildung von trunkierten Proteinen fiihren, und Mutationen, die das Spleiflen

beeinflussen und zur Bildung eines nichtfunktionellen BRCA-Proteins fiihren [45].
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Abhingig von der Haufigkeit der Alu-Sequenzen wird im BRCAI-Gen im Vergleich zu
BRCA?2 ein hoheres Deletion/Insertion-Verhaltnis (42% bzw. 20%) beobachtet [42]. Grof3e
genomische Umlagerungen (engl. large genomic rearrangements, LGR) infolge
homologer Rekombination zwischen dem BRCA I-Gen und Pseudogenen machen etwa ein
Drittel aller Mutationen im BRCAI-Gen aus [46]. Die meisten Mutationen im BRCA2-Gen

treten in den Exons 10 und 11 auf [45].

Die Keimbahnmutationen in BRCAI und BRCA2 sind im Vergleich zu Mutationen in
anderen Genen enger mit einem erhdhten Risiko fir HBOC verbunden. Ein erhohtes
Risiko fir HBOC besteht auch bei Familienmitgliedern ohne Mutationen. Genomweite
Assoziationsstudien (GWAS) haben verschiedene genetische Faktoren identifiziert, die das
Risiko fiir HBOC erhohen. Neben BRCAI und BRCA2 gibt es Gene mit hoher Penetranz
(CDHI1, NBS1, NF1, PTEN, TP53 und STK11), solche mit mittlerer Penetranz (4TM, ATR,
BRIPI, CHEK2, PALB2, CDKI und RAD50) und mit niedriger Penetranz (FGFR2, LSP1,
MAP3KI1, TGFBI1, TOX3, VEGF, PGR, KRAS und PARP) und Gene, die dic DNA-
Variante regulieren (Modifier, modifier genes) [28].

2.2.4 Inzidenz von BRCAI- und BRCA2-Mutationen in verschiedenen Populationen

Die Héufigkeiten pathogener Mutationen in den BRCAI- und BRCA2-Genen zeigen in
verschiedenen Populationen und ethnischen Gruppen Unterschiede. Die héufigsten
Mutationen im BRCA1-Gen sind 5382insC und 185delAG, und die hdufigste Mutation im
BRCA2-Gen ist 6174delT. Dies sind die bei Ashkenazi-Juden héufig vorkommende
Mutationen [47,48]. Bei der in Frankreich geborenen kanadischen Population ist die
BRCA1-C4446T-Mutation die hdufigste und die BRCA2-8765delAG-Mutation ist die
zweithdufigste Mutation [49]. Die BRCAI-Variante c.212+3A>G ist die héufigste
Mutation bei belgischen Familien [50]. In einer Studie in Finnland wurden die Mutationen
BRCA2-T8555G und -999del5 als haufigste (founder mutations) Mutationen in dieser
Gesellschaft beschrieben [51]. Eine in Polen durchgefiihrte Studie zeigt die Mutationen
5382insC, C61G und 4153delA von BRCA als die hiufigsten [52,53].

27



2.3 ACMG Richtlinie

Das ACMG, die Association for Molecular Pathology (AMP) und das College of
American Pathologists (CAP) haben im Jahr 2015 eine gemeinsame Konsensus-
Empfehlung zur Interpretation von Sequenzvarianten verdffentlicht. Mittlerweile haben die
meisten der kommerziellen genetischen Labore diese Richtlinie zumindest teilweise
implementiert [54]. Diese Richtlinie wurde von einer Arbeitsgruppe aus Mitgliedern der
drei Gesellschaften ausgearbeitet, basierend auf Expertenmeinungen,
Arbeitsgruppenvereinbarungen, einer Literaturiibersicht mit Empfehlungen anderer
professioneller Gesellschaften und Beitrdgen der klinischen Laborgemeinschaft in den
USA und Kanada. Nach der Bewertung in mehreren klinischen Laboratorien wurden die
endgiiltigen ACMG-Standards und -Richtlinien in einem Workshop auf der AMP-Sitzung
im November 2013 vereinbart. Neben 28 detaillierten Kriterien fiir die Klassifizierung von
Sequenzvarianten wird in dieser Richtlinie auch die Verwendung einer bestimmten

Standardterminologie empfohlen [54].

Bei der ACMG-Richtlinie wird zundchst empfohlen, die Begriffe Mutation und
Polymorphismus, die zu Verwirrung fithren konnen, durch ,,Variante® zu ersetzen [54].
Zweitens wird ein fiinfstufiges System zur Klassifizierung von Varianten mit den
folgenden Begriffen empfohlen: (i) benigne (B), (i) wahrscheinlich benigne (LB),
(111) unklare Signifikanz (VUS), (iv) wahrscheinlich pathogen (LP) oder (v) pathogen (P).
Fir die Klassifizierung einer Variante miissen gemidl den ACMG-Richtlinien
umfangreiche Informationen zusammengetragen und bewertet werden.

Als pathogen/wahrscheinlich pathogen werden die potenziell klinisch umsetzbaren
Varianten zusammengefasst, da sie bei Empfehlungen zum Screening, zur Behandlung und
zur Reduzierung des Reproduktionsrisikos beriicksichtigt werden konnten, wihrend VUS-,
LB- und B-Varianten als nicht klinisch relevant behandelt werden. Die ACMG-Richtlinien
schlagen vor, dass die Begriffe ,,LP* und ,,LB* eine Sicherheit von mehr als 90% bedeuten
sollten, dass eine Variante pathogen bzw. benigne ist [54].

In erster Linie empfiehlt die ACMG-Richtlinie einen Prozess zur Klassifizierung von
Varianten in diese fiinf Kategorien, indem ein Satz von 16 detaillierten Kriterien fiir die
Bewertung der Pathogenitit angewendet wird, die u.a. auf Populationsdaten,

Segregationsanalysen, funktionellen Analysen, de novo-Vorkommen, in silico-
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Algorithmen und anderen Daten basieren. Ein weiterer Satz von 12 dhnlichen Kriterien
wird fiir die Klassifizierung als benigne (B) und wahrscheinlich benigne (LB) angewendet.
Zur Bewertung der Pathorelevanz von Varianten werden die Allelfrequenz, in silico-
Pathogenitédtsvorhersagen, funktionelle Analysen, Segregationsanalysen, begleitende
Varianten, Informationen aus Datenbanken zu Genotyp-Phinotyp-Beziehungen und
sonstige Hinweise, wie z.B. der Phénotyp der Patientinnen, beriicksichtigt. Die
Bewertungskriterien werden unterschiedlich stark gewichtet. Kriterien zur Bewertung von
pathogenen Varianten werden als PVS1 (sehr stark), PS1-PS4 (stark), PM1-PM6
(moderat) und PP1-PP5 (unterstiitzend) gewichtet. Kriterien zur Bewertung von gutartigen
Varianten werden als BA1 (sehr stark), BS1-BS4 (stark) und BP1-BP7 (unterstiitzend)
gewichtet. Zur Einordnung einer Variante in die Klasse pathogener, wahrscheinlich
pathogener, (wahrscheinlich) gutartiger Varianten oder Varianten mit unklarer Signifikanz
werden die anwendbaren Bewertungskriterien in einer der fiinf Kategorien (P, LP, VUS,
LB, B) kombiniert.

Beispielsweise wird im Bewertungsschema berlicksichtigt, ob und mit welcher
Allelfrequenz eine Variante in Populationsdatenbanken (z.B. Exome Aggregation
Consortium (ExAC), gnomAD) beschriecben ist oder wie die in silico-
Pathogenitétsvorhersagen mittels Programmen wie REVEL, M-CAP oder ClinPred
ausfallen.

Beobachtungen aus funktionellen Analysen (z.B. Tiermodelle oder in vitro-Studien) und
gegebenenfalls eine familidre Cosegregation der Variante mit der Erkrankung werden
ebenfalls bei der Bewertung beriicksichtigt. Zudem wird in die Klassifizierung auch mit
einbezogen, ob Varianten bereits in Genotyp-Phédnotyp-Datenbanken wie z.B. HGMD,
ClinVar, UMD-LSDB und LOVD beschriecben sind oder wie die in silico-
Pathogenititsvorhersagen mittels Programmen (wie z.B. PolyPhen-2, SIFT oder
MutationTaster [55-57] ausfallen.

SchlieBlich sind auch andere verfiigbare Hinweise auf eine putative Beteiligung der
Variante an der vorliegenden Erkrankung (z.B. der vorliegende Phénotyp ist spezifisch fiir

Mutationen in diesem Gen) Teil des Bewertungsschemas.

29



3 Methoden

In dieser Arbeit wurden verschiedene Datenbanken auf einzelne ACMG-Kriterien (siche

Tabelle 4) hin durchsucht. Die wissenschaftlichen Artikel, die fiir die einzelnen Kriterien

eine Ausnahme darstellen, wurden diskutiert. Insbesondere wurde das PVS1-Kriterium

diskutiert, da es das einzige sehr starke Kriterium in der ACMG/AMP-Richtlinie fiir die

Pathogenitit einer Variante ist.

Tabelle 4: Kriterien fiir die Klassifizierung von Varianten nach den ACMG/AMP-Richtlinien [54]

Evidenz fiir Pathogenitit

Sehr stark PVS1 |Null-Allel in einem Gen mit bekanntem LOF fiir die untersuchte
Erkrankung (Nonsense-Mutation, Leserahmenverschiebung,
kanonische £1 oder +2 SpleiBstellen, Startcodon-Verlust und Einzel-
oder Multiexon-Deletion)

Stark PS1 Bekannter AS-Austausch (unabhédngig vom Nukleotidaustausch)

PS2 de novo-Variante in einem genetischen Trio
PS3 in vivo- oder in vitro-Funktionsanalysen
PS4 Privalent, in Erkrankten héufiger als in Kontrollen
Moderat PM1 Varianten in einem funktionellen Hot-Spot (Doméne)
PM2 Abwesend in Kontrollen oder extrem selten in Kontrollen
PM3 In trans mit einer pathogenen Variante bei rezessiven Erkrankungen
PM4 In-frame-Deletionen oder -Insertionen oder Stopp-Verlust in nicht
repetitiven Sequenzen
PMS5 Neue Missense-Variante an einer bekannten Position
PM6 de novo, ohne genetischen Nachweis der Abstammung

Unterstiitzend |PP1 Co-Segregation in mehreren betroffenen Familienmitgliedern bei

Variante in bekanntem Krankheitsgen

PP2 Missense-Variante in einem Gen mit Anreicherung solcher Varianten in
Erkrankten gegeniiber Kontrollen

PP3 in silico-Vorhersage (pathogen) auf mehreren Ebenen

PP4 Typischer genetischer Phanotyp und Vererbungsmodus

PP5 Berichtete Pathogenitdt aus glaubhafter Quelle bei eingeschrankter

Einsicht in die Originaldaten
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Fortsetzung der Tabelle 4:

Evidenz fiir benigne Variante

Alleinstehend | BAl Allel-Frequenz > 5% in Kontrollen

Stark BS1 Allel-Frequenz grofer als fiir eine bestimmte Erkrankung erwartet
BS2 Bei einem gesunden Erwachsenen beobachtete Variante mit voller
Penetranz
BS3 in vivo- oder in vitro-Funktionsanalysen
BS4 Fehlende Co-Segregation
Unterstiitzend | BP1 Missense-Variante in einem Gen, bei dem trunkierende Varianten zu
erwarten sind
BP2 In trans mit einer Variante mit voller Penetranz (dominant) oder in cis
fiir alle Vererbungsmodi
BP3 In-frame-Insertionen bzw. -Deletionen in einer repetitiven Region
ohne bekannte Funktion
BP4 in silico-Vorhersage (benigne) auf mehreren Ebenen
BP5 Variante in einer Patientin, bei der eine andere Atiologie gesichert ist

BP6 Berichtet als benigne, aus glaubhafter Quelle bei eingeschrankter
Einsicht in die Originaldaten

BP7 Synonyme Variante ohne Einfluss auf SpleiB3stellen und ohne hohe
Konservierung

(Quelle: Meder Benjamin, Genetische Kardiomyopathien: Leitfaden fiir den klinischen Alltag, Walter de Gruyter GmbH,
Berlin, 2017, Seite 84)

Kombination von Kriterien fiir die Klassifizierung einer Variante wurde in der Tabelle 5
dargestellt.
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Tabelle 5: Kombination von Kriterien flir die Klassifizierung einer Variante nach den
ACMG/AMP-Richtlinien [54]

Pathogen

PVSI und >1PS1-+4

PVS1und > 2 PM1-6

PVSI und > 1 PM1-6 und 1 PP1-PP5

PVS1 und > 2 PP1-5

>2PS14

PS1-4 und > 3 PM1-6

PS1-4 und >2 PM1-6 und > 2 PP1-5

PS1-4und > 1 PM1-6 und > 4 PP1-5

Wahrscheinlich
pathogen

PVSI und PM1-6

PS1-4 und > 1 PM1-6

PS1-4 und > 2 PP1-5

>3 PMI1-6

2 PM1-6 und > 2 PP1-5

1 PM1-6 und > 4 PP1-5

Benigne

BA1

>2BS1-4

Wahrscheinlich
benigne

BS1-4 und BP1-7

>2BS14

Unklare
Signifikanz

Kriterien oben nicht erfiillt oder widerspriichliche Einstufung in pathogen und
benigne

(Quelle: Meder Benjamin, Genetische Kardiomyopathien: Leitfaden flir den klinischen Alltag, Walter de Gruyter GmbH,

Berlin, 2017, Seite 85)
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Funktionelle Charakterisierung der Loss-of-Function-Varianten der
BRCAI- und BRCA2-Gene

Gentests bei Personen mit erhohtem Risiko, an Brust- oder Eierstockkrebs zu erkranken,
sind inzwischen klinische Routine. MutmaBliche Loss-of-Function (LOF)-Varianten von
BRCAI und BRCA2, wie Nonsense-Varianten, Frameshift-Indels und Varianten in den
kanonischen SpleiBstellen, gelten als mit hohem Krebsrisiko verbunden, und die Triger
dieser Varianten und ihre Familienangehorigen werden entsprechend behandelt.

Das einzige sehr starke Kriterium in der ACMG/AMP-Richtlinie fiir die Pathogenitét einer
Variante ist das Kriterium PVSI, das als Null-Allel (Nonsense-Variante, Frameshift-
Variante, kanonische Splei3stellenvariante £1 oder £2, Start-Codon-Variante, Einzel- oder

Multi-Exon-Deletion) definiert ist.

Kiirzlich wurde festgestellt, dass einige natiirlich vorkommende alternative Transkripte

von BRCAI und BRCA2 zu Proteinisoformen mit Tumorsuppressoraktivitit fiihren [58-64].

Mesman et al. [58] zeigten mittels Experimenten zur homologen Reparatur (die auch als
,homology-directed repair (HDR) bezeichnet wird) und zum RNA-Spleiflien, dass die
Gen-Produkte von BRCA?2 bei verschiedenen LOF-Varianten ihre (partielle) Funktionalitét
behalten. Es wurden mehrere alternative Transkripte identifiziert, die fiir (teilweise)
funktionelle Isoformen des BRCAZ2-Proteins kodieren. Diese sind z.B. Genprodukte mit
kompletter Deletion von einem oder mehreren Exons (z.B. A[E4-E7], A[E6-E7],
AE[6q39 ES8], A[E10], A[E12], AE[12-14]), Varianten bei kanonischen Splei3stellen (z.B.
c.631+2T>G, ¢.517-2A>G, ¢.6842-2A>G, c.6937+1G>A) oder Nonsense-Varianten (z.B.
c.491T>A, ¢.581G>A und c.6901G>T). Diese Befunde deuten darauf hin, dass alternatives
mRNA-Spleiflen kann die Pathogenitdt mutmaBlicher LOF-Varianten beim BRCAZ2-Gen

abschwichen.

De la Hoya etal. [59] haben iiber einen Assay zum RNA-Spleilen einen
Rettungsmechanismus fiir die BRCA-Variante ¢.594-2A>C beschrieben, basierend auf der
Produktion der In-frame-Isoform A9-10, die die funktionellen Doméanen von BRCAI

behilt. Die Autoren schliefen daraus, dass der Organismus/die Zelle eine wesentliche
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Verringerung der Menge an normalem BRCA I-Transkript (d.h. Transkript in voller Lénge)
tolerieren kann und immer noch eine geniigende Anzahl an funktionellem Protein fiir die
normale biologische Funktion produziert. Die Autoren schlagen vor, dass ein Allel, das
eine 20-30%ige Expression von funktionellem BRCAI-Genprodukt ermdglicht, nicht als
pathogen angesehen werden sollte. Dieser Rettungsmechanismus fiir BRCAI liefert
dhnliche Ergebnisse wie von Tubeuf et al. [60] beschrieben, die eine Toleranz gegentiber
einer wesentlichen Abnahme des normalen BRCA2-Transkripts gezeigt haben.

Tubeuf et al. [60] zeigten die Aktivierung der kryptischen Splei3-Akzeptorstelle in
Anwesenheit der kanonischen BRCAZ2-SpleiBistellen-Variante ¢.68-1G>A. Das Transkript

kodiert fiir eine Proteinisoform mit Tumorsuppressoraktivitét.

Li et al. [61] zeigten in einem funktionellen Assay, dass die BRCA2-Variante c.6853A>G
(p.12285V) zur Deletion von Exon 12 fiihrt, dass die daraus resultierende Isoform ohne
Exon 12 funktionell redundant ist und dass daher Missense-Varianten in diesem Exon

wahrscheinlich neutral sind.

Seo et al. [62] untersuchten zwei nicht verwandte Familien, in denen vier Kinder multiple
angeborene Anomalien und eine schwere chromosomale Fragilitit aufwiesen. Jedes der
vier Kinder war homozygot fiir eine Nonsense-Mutation (c.1115G>A: p.W372X und
c.1292T>G: p.L431X) im BRCAI-Exon 11. Das translatierte BRCAI-Protein hatte nur
40% der normalen Lénge, aber mit intakten N- und C-terminalen Sequenzen und mit
partieller Funktionalitit. Die Homozygotie fiir die Nonsense-Mutationen war dank des
Vorhandenseins einer natiirlich vorkommenden alternativen Spleif3-Donorstelle im

BRCAI-Exon 11, die 5’ von den Mutationen liegt, lebensféhig.

Wang et al. [63] zeigten, dass die relevanten Spleilvarianten in Exon 11 entweder zu
trunkierten Proteine fiihren oder zum partiellen Skipping von Exon 11. Daraus
resultierende Genprodukte behalten eine Restaktivitét bei und verursachen Resistenz gegen

Cisplatin und Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP)-Inhibitoren.

Die ENIGMA Splicing Working Group (ENIGMA = Evidence-Based Network for the
Interpretation of Germline Mutation Alleles) hat kiirzlich eine umfassende Analyse
durchgefiihrt, um zahlreiche ,,natiirlich vorkommende* mRNA-SpleiB3-Isoformen beim

BRCAI-Gen zu charakterisieren. Von Colombo et al. [64] und Romero et al. [65] wurden
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bei einem in vitro-SpleiB3-Assay 63 BRCAI-mRNA-Varianten unter Verwendung von RT-
PCR und Kapillarelektrophorese beschrieben. Die Resultate zeigten, dass die Spleil3-
Isoformen-Muster der BRCAI-mRNA sehr variabel sind. Das ENIGMA-Konsortium
berichtete 24 SpleiBereignisse bei der BRCA2-mRNA im Vergleich zu den 63 Ereignissen
bei BRCAI [64, 66].

Studien zeigen, dass sowohl BRCAI- als auch BRCAZ2-Transkripte alternativ gespleil3t
werden konnen, und klinische und funktionelle Daten weisen darauf hin, dass alternativ

gespleifite Transkripte ihre Funktion behalten konnen [64, 66].

4.2 Kriterium PS1 - bekannte Aminosaureverinderung

Beim PSI-Kriterium wird die gleiche Aminosdureverdnderung durch eine andere
Nukleotiddnderung verursacht. Faktoren wie hypomorphe Varianten, fehlende funktionelle
Analysen wie beim alternativen mRNA-Spleillen, falsche Klassifizierung der Varianten
usw. konnen die Anwendung dieses Kriteriums erschweren.

Zum Beispiel wurde die BRCA2-Variante c.9976A>T (p.Lys3326Ter), auch bekannt als
K3326X, in der Literatur zundchst als pathogen interpretiert, jedoch fiihrte die
Anwesenheit der Variante in Kontrollpopulationen ohne Zunahme des Auftretens von
Brust- oder Eierstockkrebs zu einer Neuinterpretation als benigner Polymorphismus [67].
Interessanterweise wurden neue Hinweise auf einen signifikanten Zusammenhang mit dem
Krebsrisiko beschrieben [67]. Neuere Studien zeigen die Assoziation der BRCA2-Mutation
K3326X mit dem Risiko der Entwicklung von Melanom-, Urothel-, Pankreas-, Brust- und
Eierstockkrebs [68-71]. Diese Variante wurde auch als Modifier (Modifikator) der

genetischen Penetranz beschrieben [69].

4.3 Kiriterien PS2 und PM6 - de novo-Varianten

Uber die Jahre wurde in der Literatur eine groBe Anzahl von unterschiedlichen Varianten
bei den BRCAI1/2-Genen identifiziert. Weltweit wurden aber nur sehr wenige de novo-
Félle, nur neun beim BRCAI-Gen und sechs beim BRCA2-Gen, beschrieben [72-76].
Interessanterweise wurde die Mehrheit dieser Fille bei Patientinnen mit Tumoren

identifiziert, die vor dem 40. Lebensjahr auftraten [72,75-77].
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Um die Moglichkeit eines somatischen Mosaizismus zu untersuchen, wurden andere
Gewebe (Haarwurzeln und bukkale Zellen) analysiert und jeweils das Vorhandensein der
Mutation bestdtigt. Obwohl diese Ergebnisse die Mdoglichkeit eines postzygotischen
Mosaizismus nicht definitiv ausschliefen konnen, ist das Vorhandensein derselben
Mutation in allen untersuchten Proben mit einer ,,de novo“-Mutation aufgrund eines
Keimbahnmosaizismus vereinbar. Es ist wichtig zu betonen, dass Mosaikereignisse unter
Verwendung der herkdmmlichen Sanger-Sequenzierung aufgedeckt wurden. Leider kann
diese Technik Mosaizismen nur bei Raten iiber 20% (40% der Zellen) aufdecken. In
Anbetracht dessen ist die Hauptbeschrankung dieser Studie das Fehlen eines Ansatzes der
Hochdurchsatz-Sequenzierung zum Nachweis von Mosaikmutationen mit niedriger Rate.
Nach unserem Kenntnisstand liegen keine Informationen zur Haufigkeit des Mosaizismus
fiir BRCAI- und BRCA2-Punktmutationen vor. Die Privalenz dieser ,,de novo‘~-Mutationen
wird jedoch wahrscheinlich unterschétzt, aufgrund des typischen Auswahlkriteriums, das
hauptséchlich die Familiengeschichte des Probanden beriicksichtigt.

Die Identifizierung von Féllen von de novo-Mutationen hitte direkte Auswirkungen auf die
Priventions- und Behandlungsstrategien und konnte das klinische Management von
Patientinnen  beeinflussen. Dariiber hinaus stellt das Vorhandensein dieser
Keimbahnmutationen einen Schliisselaspekt der genetischen Beratung dar, da der Status
des Trigers zur Ubertragung spontaner Verinderungen auf die Nachkommen beitragen

kann [72-77].

4.4 Kriterien PS3 und BS3 - Funktionelle Analysen

Die meisten der in ClinVar berichteten krankheitsverursachenden Mutationen sind
Punktmutationen, und derzeit beruht die Erlangung eines tieferen Verstdndnisses der
Einzelnukleotidvarianten (SNVs) oder Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) auf der
Erzeugung transgener Méuse, was hdufig sehr mithsam und zeitaufwendig ist. Zu diesem
Zweck wurden mehrere in vitro-Funktionstests entwickelt, um krankheitsverursachende
Missense-Varianten zu untersuchen, die jedoch den Krankheitsverlauf hiufig nicht

zusammenfassend wiedergeben [78].

Ein erheblicher Teil der dokumentierten Varianten von BRCAI und BRCA?2 sind Varianten
mit unklarer Signifikanz (VUS), fiir die die Krebsassoziation aufgrund unzureichender

Informationen nicht bewertet wurde oder nicht bestimmt werden konnte. In ClinVar

36



(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), einer klinisch orientierten Datenbank, sind derzeit
ca. 55% (5855/10.526) der BRCAI- und ca. 49% (6025/12.346) der BRCA2-Varianten
VUS.

Die Explosion der klinischen Paneltests fiir Keimbahnmutationen hat zu einer Zunahme

der Entdeckung von VUS gefiihrt [79].

Laut ACMG/AMP koénnen ,,gut etablierte funktionelle Assays™ verwendet werden, um ein
PS3- oder BS3-Kriterium (Strong Evidence) zu erhalten. Ein ,,funktioneller Assay* ist im
Allgemeinen definiert als jedes in vitro- und in vivo-System, mit dem die Auswirkungen
einer Variante durch Bewertung ihrer Auswirkungen auf die Proteinstabilitdt, -
konformation und -funktion bestimmt werden konnen. Daher werden Assays fiir
SpleiBanderungen im Sinne dieses Manuskripts nicht als funktionelle Assays angesehen

(zur Bewertung von Spleiflvarianten siche Thomassen et al. [80] und Walker et al. [81]).

Mehrere charakteristische Funktionen der BRCAI- und BRCAZ2-Proteine wurden bei der
Entwicklung von funktionellen Tests genutzt [82-84].

Es existieren z.B. ,,Zellviabilititstests* (engl. viability assays; Tests auf Lebensfdhigkeit
der Zellen), um die Rolle einer Variante bei der DNA-Reparatur widerzuspiegeln. Dabei
wird die zu tiberpriifende Variante anhand eines Vektors in die Zelle eingefiigt und durch
ionisierende Strahlen oder DNA-schiddigende Substanzen werden in der Zelle Mutationen

erzeugt. Schlussendlich wird die Reaktion der Zelle beobachtet.

Zusétzlich zu diesen Zellviabilititstests existieren spezifische biochemische Assays, die die
homologe Rekombination oder die Ubiquitinierung messen. Es existieren aulerdem
biochemische Assays, bei denen die Bindung an spezifische interagierende Proteine

gemessen werden kann [82-84].

Die Bestimmung, welche Assays fiir die klinische Annotation verwendet werden sollen,
hingt eher von ihrer Genauigkeit als von ihren biologischen Eigenschaften ab. Eine
vorldufige Analyse hat gezeigt, dass diese Funktionstests eine hohe Empfindlichkeit und

Spezifitat (> 80%) aufweisen (Tab. 2).

Funktionelle Assays konnen anhand ihres Versuchsaufbaus (zellfrei oder zellbasiert), ihres
Wirts (Mensch oder Modellorganismus) und ihrer Auslesung (read-out) in drei grof3e

Kategorien unterteilt werden. Die Interpretation der Ergebnisse erfordert eine sorgfiltige
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Abwigung der Annahmen, der biologischen Eigenschaften und der Einschriankungen jedes

Assays.

Zellfreie Systeme testen entweder eine spezifische biochemische Aktivitéit in vitro (z.B.
Phosphopeptidbindungen, Ubiquitinligase-Aktivitit, DNA-Bindung, DNA-
Rekombination), Protein-Protein-Wechselwirkungen (z.B. Hefe-Zwei-Hybrid-Screening,
Ko-Immunprézipitationen) oder die Wirkung verschiedener Faktoren auf die

Proteinstruktur und -stabilitét (z.B. Proteaseempfindlichkeit, Kalorimetrie).

Bei der Interpretation der Ergebnisse von zellfreien Assays sollte beriicksichtigt werden,
dass sie auf bestimmte Funktionen beschrinkt sind, manchmal auf bestimmte Regionen des
Proteins begrenzt sind und besonders empfindlich auf Temperatur, Pufferbedingungen und

Konzentrationen exogener Substrate reagieren konnen.

Zellbasierte Systeme verwenden als Wirtszellen die Zellen eines Menschen oder eines
Modellorganismus (z.B. Hefe, Bakterien oder Maus) als Grundlage fiir den Assay.
Zellbasierte Systeme konnen weiter unterschieden werden als in cellulo (wenn der Assay-
Kontext eine einzelne Zelle ist) oder in vivo (im Kontext eines gesamten Metazoen-
Organismus), obwohl es derzeit keine etablierten in vivo-Funktionstests fiir VUS gibt. Wir
empfehlen die periodische Authentifizierung der Zelllinien- und Stammidentitdt durch
kurze Tandem-Wiederholungsanalyse bzw. Phénotypisierung. Zelllinien sollten
regelméfBig auf Mycoplasma-Infektionen {iberpriift werden. Die Interpretation der
Ergebnisse von Assays, die in Modellsystemen durchgefiihrt wurden, sollte den Grad der
Abweichung von Proteinen des am Assay beteiligten Wirts, Unterschiede in der Biologie

und in den Wachstumsbedingungen beriicksichtigen.

Zellbasierte Assays konnen des Weiteren durch die Auslesung (read-out) definiert werden.
Reportersysteme umfassen solche, bei denen die Auslesung fiir funktionelle Auswirkungen
iiber einen ektopischen Reporter erfolgt (z.B. Transkriptionsaktivierung oder HR-Assays)
oder bei denen eine ektopische Uberexpression in einem heterologen System zu einem
definierten Phénotyp fiihrt (z.B. der Kleine-Kolonien-Phidnotyp (small-colony phenotype)
in Hefe). Schwachstellen von Reportersystemen, die auf einer ektopischen Expression
basieren, kdnnen Artefakte einer Uberexpression umfassen. Alternativ werden Assays, bei
denen das variante Allel/Protein in voller Linge das endogene Gen/Protein ersetzt und

definierte biologische Prozesse bewertet werden, als Komplementations-/Storungstests
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betrachtet. Einige Assays konnen Reportersysteme und Komplementation kombinieren

[85].

Bisher konzentrierten sich die meisten Assays auf Varianten in den RING- und BRCT-
Doménen von BRCAI sowie in der DSS1- und DNA-Interaktionsdoméne von BRCA2 [82,
86,87].

Fiir BRCAI und BRCA2 wurden zwar mehrere funktionelle Assays beschrieben, aber in

nur wenigen Féllen wurden grofle (> 30) Variantensdtze getestet (Tab. 2).

Letztendlich hingt der Wert eines Assays von seiner Leistung ab, die unter Verwendung
einer Reihe bekannter nicht pathogener und pathogener Kontrollvarianten als Referenz
definiert wird. Angesichts der Komplexitit der Wechselwirkung mehrerer biochemischer
Funktionen und des Phénotyps von Brust- und Eierstockkrebs ist unklar, ob es jemals einen
einzigen umfassenden und hochgenauen Funktionstest geben wird. Vielmehr diirfte die
Kombination von Ansdtzen unter Verwendung verschiedener Datenquellen, die mit
transparenter Methodik und sorgfiltiger Interpretation erhalten wurden, die

Herausforderungen von VUS in HBOC-Genen 16sen.

ACMG/AMP besagt, dass ,,gut etablierte Assays* verwendet werden konnen, um ein PS3-
oder BS3-Kritertum (Strong Evidence) anzuwenden. Es gibt jedoch noch keine
spezifischen Richtlinien, die schlieBlich von Expertengremien (engl. expert panels) fiir
jedes Gen festgelegt werden miissen. Zum Beispiel wiéren iibereinstimmende Ergebnisse
von mindestens drei unabhédngigen validierten Assays flir PS3- oder BS3-Kriterien (stark)
erforderlich, wihrend iibereinstimmende Ergebnisse in zwei unabhingigen validierten

Assays ein PM1-Kriterium (moderat) erzeugen wiirden.

Daher miissen Beweise aus Funktionsstudien, die in einem Forschungsumfeld durchgefiihrt
wurden, sorgfiltig tiberpriift werden, um die Datenqualitét, Zuverldssigkeit und das Mal3
an Vertrauen in die Ergebnisse zu bestimmen. Trotz dieser Herausforderungen wird der
Wert der funktionalen Bewertung von Varianten zur Verbesserung der Krebsbehandlung
auf der Grundlage internationaler und multidisziplindrer Zusammenarbeit voraussichtlich

hoch sein. [83].
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4.5 Kiriterien PS4, PM2, BA1l, BS1 und BS2 - Kontrollen und
Populationsprojekte

Zusitzlich zur Klassifizierung einer Variante als pathogen oder harmlos (benigne) unter
Verwendung der ACMG/AMP-Richtlinien besteht der Bedarf an einer quantitativen
Risikomessung [88] (z.B. die Penetranz der Variante). GroBere genetische Studien, die
Phinotypdaten integrieren, um das Variantenrisiko anhand der alters- und
geschlechtsspezifischen Inzidenz abzuschitzen, sind erforderlich. Obwohl das Konzept
dieser Arbeit in der gegenwirtigen Praxis der Genetik verankert ist, dient es dazu, die
Verwendung aktueller groBer Datenbanken fiir die allgemeine Bevolkerung zu
dokumentieren, um die Klassifizierung von Varianten besser zu unterstiitzen. Die
Beobachtung einer sehr grofen Anzahl von Personen, deren genetische Risiko-Allele
sowohl in gut kartierten Gensdtzen (ACMG-59) als auch in anderen Ressourcen
(OrphaNet) registriert sind, liefert einen niitzlichen MaBstab fiir die Verbesserung der
Annotation von Varianten.

Es ist zu erwarten, dass in der Allgemeinbevolkerung viele nicht betroffene Triger
gefunden werden, da die Priavalenz von HBOC relativ hoch ist [89,90], die Krankheit bei
Erwachsenen auftritt und pathogene BRCA1/2-Varianten unvollstindig penetrant sind [91-
93], insbesondere bei ménnlichen Tragern.

Die Pravalenz pathogener BRCAI/2-Varianten wurde bereits mit historischen Daten
geschitzt, die auf eine Héiufigkeit von ungefihr 1 von 400 Personen in der
Allgemeinbevolkerung hinweisen [93-94].

In bestimmten Populationen wurde eine hohere Pridvalenz beobachtet. Beispielsweise
beherbergt ungefdhr 1 von 42 Personen Ashkenazi-jiidischer (AJ) Abstammung eine von
drei géngigen Griindervarianten (engl. founder mutations) [95,96]. Griindervarianten in
anderen Populationen wurden ebenfalls beschrieben, einschlieBlich isléndischer,
franzosisch-kanadischer und puertorikanischer Populationen [97]. Jiingste Genom-
Screening-Bemiihungen, die auf unselektierten Populationen basieren, haben eine hohere
als die erwartete Prdvalenz von pathogenen BRCAI/2-Varianten bei Personen mit
iiberwiegend europdischer Abstammung gezeigt (etwa 1 von 190), wobei nur die Hélfte
dieser Personen die aktuellen Richtlinien fiir Gentests erfiillt [98-100] und nur 18%
Vorkenntnisse iiber ihren BRCAI/2-Status durch klinische Gentests haben [101]. Das
Verstindnis der Pravalenz und des Beitrags von BRCA1/2-Varianten zum Krebsrisiko in

aullereuropdischen Populationen wurde durch rassische und ethnische Unterschiede in der
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Genforschung eingeschrinkt [102]. Zusdtzlich zur verringerten Aufnahme von
verschiedenen Populationen in Gentests [103-106] ist in auBereuropéischen Populationen

die Erkennungsrate von Varianten mit unklarer Signifikanz (VUS) hoher [53,107,108].

Im Jahr 2014 veroffentlichte das Exome Aggregation Consortium (ExAC) Exom-Daten
von 60.706 Personen [109]. Diese neue Datenbank wurde als neuartiger Referenzsatz fiir
die SNP-Allelfrequenz entwickelt. EXAC enthélt Daten aus dem 1000 Genomes Project
(1000-Genome-Projekt) sowie konstitutionelle Daten von nicht verwandten Personen,
deren Gene im Rahmen verschiedener krankheitsspezifischer und populationsgenetischer
Studien sequenziert wurden. Im Jahr 2016 wurde ExAC unter Einbeziehung neuer Daten in
die Genome Aggregation Database (gnomAD) umgewandelt. Dies fiihrte zu einem
Datensatz mit Informationen aus 123.136 Exom-Sequenzen und 15.496 Gesamtgenom-
Sequenzen nicht verwandter Personen [110]. EXAC und gnomAD wurden héufig als Ersatz
oder Ergidnzung von dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism Database) verwendet und
werden derzeit in mehreren analytischen Pipelines genutzt.

Ein Nachteil der Sequenzierung groBer Bevolkerungskohorten ist die zufillige
Identifizierung einer seltenen pathogenen Keimbahnvariante, die nicht mit dem Ziel der
Studie  zusammenhédngt [111]. Die Aufnahme dieser Varianten kann zu
Fehlinterpretationen fithren. Diese Varianten sollten daher mit Anmerkungen versehen
werden.

Kobayashi et al. [112] identifizierten 14 pathogene BRCAI-Varianten in der ExAC-
Datenbank. Dieses Problem kann zu erheblichen Fehlern bei Genomstudien fiihren, da
sowohl die ExAC- als auch die gnomAD-Datenbank in Pipelines verwendet werden, um
hiufige oder ungewdhnliche SNPs in menschlichen Populationen zu filtern [113]. Beide
Datensdtze wurden auch als negativer, nicht pathogener Satz verwendet, um
Vorhersagealgorithmen zu trainieren [114].

Kobayashi et al. [112] fanden heraus, dass die meisten pathogenen Varianten mit
Allelfrequenzen in der Kontinentalpopulation von iiber 0,01% bereits gut charakterisiert
(benigne) sind. Dies bedeutet, dass die meisten VUS (zumindest flir dominante
Kolorektalkarzinom-Suszeptibilitdtsgene) mit Allelfrequenzen von iiber 0,01% tatséchlich

neutral sind.
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Die Informationen aus den Populationsdatenbanken ist vorsichtig anzuwenden, da Sie
folgende methodische Einschrankungen haben:
e Liangere Indels werden nicht durch Sequenzierung via NGS (Next-Generation-
Sequenzierung) erkannt.
e Sie verwenden einen verdffentlichten Kontrolldatensatz mit mindestens 1000
Personen.
e GC-reiche Regionen stellen ein Problem dar.
e Populationen wurden moglicherweise nicht auf den Phénotyp untersucht oder

ausgeschlossen.

4.6 Kriterien PM1, PP2 und BP1 - Hotspot-Regionen, -Doménen und
Variantenspektrum

Panel-Gentests haben zu einer groen Anzahl von VUS gefiihrt. Unter den 851.837 bei
ClinVar eingereichten Varianten sind 412.476 als VUS klassifiziert (abgerufen im Februar
2021).

VUS sind in der Regel Missense-Varianten, da der funktionelle Effekt von Missense-
Varianten im Vergleich zu Frameshift- oder Nonsense-Varianten schwieriger abzuleiten
ist. Daher sind seltene Missense-Varianten eine besondere Herausforderung fiir die
Interpretation, selbst bei hochkonservierten Genen.

Weite Regionen von BRCAI und BRCA2 haben bekanntermallen eine geringe
Wahrscheinlichkeit, eine pathologische Missense-Variante zu beinhalten [115]. Von 120
pathogenen (P) oder wahrscheinlich pathogenen (LP) Missense-Varianten in BRCAI
befindet sich keine in Exon 11. Von 55 P- oder LP-Missense-Varianten in BRCA2 befinden
sich keine in Exons 10, 11 und den BRC-Wiederholungen (Quelle: ClinVar, abgerufen im
Februar 2021).

In der ACMG-Richtlinie werden Hotspot-Regionen als Beweis fiir Pathogenitét
beriicksichtigt (z.B. PM1 und PP2), aber umgekehrt werden die Regionen ohne
wesentliche Funktionen, die Missense-Variante tolerieren, nicht als Nachweis fiir die
Harmlosigkeit einer Variante genommen.

In BRCAI werden 88% (2272/2575) der bei ClinVar eingereichten Missense-Varianten als
VUS und nur 4,7% (120) als pathogen oder wahrscheinlich pathogen eingestuft (nach
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Ausschluss von Varianten mit ,,CIP* (conflicting interpretations of pathogenicity) or ,,no

assertion criteria provided* (ohne vorliegende Aussagekriterien).

Tabelle 6: BRCA[-Varianten in Clinvar, Uniprot und Pubmed (Stand: Februar 2021)

Auswirkung Gesamt
Pathogen | Wahrscheinlich | VUS Wabhrscheinlich | Benigne
pathogen benigne
Synonym 9 1 440 866 37 1353
Missense 167 65 4519 110 304 5165
Nonsense 698 10 75 0 1 784
Start- 9 0 17 0 2 28
Verlust
Stopp- 0 0 6 0 0 6
Verlust
Frameshift | 1946 43 37 1 0 2027
In-frame- 14 2 77 3 4 100
Indel
Splice 180 33 82 3 3 301
Junction
Loss
Nicht 42 15 602 84 19 762
kodierend
Gesamt 3065 169 5855 1067 370 10.526

Insgesamt sind 10.526 Variante vorhanden. Davon sind 3234 pathogen, 5855 VUS und 1437
benigne.

Kritische Doménen in BRCA1 enthalten die Mehrzahl der P- und LP-Missense-Varianten,
einschlieBlich der RING- (36/120, 30,0%) und BRCT-Doménen (68/120, 56,7%) (siche
Tabelle 7). Die RING-Doméne beinhaltet 1,64% (3/183) und die BRCT-Doménen zeigen
12,6% (23/183) der B- und LB-Varianten. Im Gegensatz dazu macht Exon 11 ~60% der
kodierenden Sequenz aus, weist jedoch keine bestitigten P- und LP-Missense-Varianten
und 63,4% (116/183) der B- und LB-Varianten auf.

Alle sechs mutmaBlichen P- und LP-Missense-Varianten in BRCAI, die aullerhalb
kritischer Doménen liegen, sind pathogen, weil sie das Spleilen beeinflussen, nicht
aufgrund einer Aminosdureverdnderung. BRCAI ¢.4484G>C (p.R1495T), c.4484G>A
(p.R1495K) und c.4484G>T (p.R1495M) beeinflussen das SpleiBen an der Exon-13-
Grenze, wihrend ¢.4675G>C (p.E1559Q) und c.4675G>A (p.E1559K) das Spleiflen an der
Exon-14-Grenze stéren und c.4868C>G (p.A1623G) das Spleiflen an der Exon-16-Grenze
[116,117]. Somit treten 100% der P- und LP-Missense-Varianten entweder in einer

kritischen Domine auf oder sie beeinflussen das Spleilen [116,117].
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Trotz des volligen Fehlens pathogener Missense-Varianten in Exon 11 gibt es keine
Hinweise darauf, dass diese Information derzeit fiir die Variantenklassifizierung verwendet
werden kann, da Missense-VUS in Exon 11 ebenso hdufig wie in den kritischen Doménen

berichtet werden (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: ClinVar-Klassifizierung von Missense-Varianten bei den BRCA 1/2-Genen

Gen Region Codon P oder LP |B oder LB |VUS N(%) | Total
N(%) N(%) N(%)

BRCAl1 Gesamt Missense |1-1863 120 183 2272 2575
RING-Doméne 9-98 36 3 110 149
BRCT-Repeats 1649-1859 |68 23 272 363
Exon 11 224-1366 |0 116 1378 1494
Coiled-Coil 1393-1424 |3 2 45 50

BRCA2 Gesamt Missense |1-3418 55 232 4399 4686
Exons 10und 11 266-2281 |0 138 2637 2775
BRC-Repeats 1008-2082 |0 67 1451 1518
DNA- 2481-3186 |41 45 889 975
Bindungsdoméne

Die Transkripte sind NM_007294.3 fiir BRCAI und NM_000059.3 fiir BRCA2.

B oder LB = benigne oder wahrscheinlich benigne, P oder LP = pathogen oder wahrscheinlich pathogen,
VUS = Variante mit unklarer Signifikanz.

Die ausgeschlossenen Missense-Varianten sind solche mit CIP (conflicting interpretations of pathogenicity),
ohne Interpretation (no interpretation), ohne vorliegende Aussagekriterien (no assertion criteria provided; 0
star), mit ungenauer Annotation, mit Deletionen und Insertionen, die mehr als ein Codon beeinflussen, und
Start-Verlust-Varianten. http://simple-clinvar.broadinstitute.org/, Stand: 20.02.2021: 19:30

Fiir BRCA2 werden 93,9% der Missense-Varianten als VUS und nur 1,17% als P und LP
klassifiziert. In der Analyse wurden insgesamt 55 P- und LP-, 232 B- und LB- und 4399
VUS-Missense-Varianten verwendet, wobei Varianten mit ,,conflicting interpretations of
pathogenicity” (CIP) oder ,,no assertion criteria provided ausgeschlossen wurden. Die
Mehrzahl der P- und LP-Missense-Varianten (41/55, 74,5%) sind in der hochkonservierten
DNA-Bindungsdomine (siche Tabelle 8).
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Tabelle 8: BRCAZ2-Varianten in Clinvar, Uniprot, Pubmed

Pathogen Wahrscheinlich | VUS Wahrscheinlich | Benigne | Gesamt
pathogen benigne

Synonym | 4 0 82 1660 62 1808
Missense 119 33 5494 204 262 6112
Nonsense 961 29 19 6 4 1019
Start- 7 1 4 0 0 12
Verlust
Frameshift | 2486 81 29 12 1 2609
In-frame- | 15 6 166 2 1 190
Indel
Splice 171 56 20 1 0 248
Junction
Loss
Nicht 22 4 211 100 11 348
kodierend
Gesamt 3785 210 6025 1985 341 12.346

Insgesamt sind 12.346 Variante; davon sind 3995 pathogen, 6025 VUS und 2326 benigne.

Die ausgeschlossenen Missense-Varianten sind mit CIP (conflicting interpretations of pathogenicity), ohne
Interpretation (no interpretation), ohne vorliegende Aussagekriterien (no assertion criteria provided; O star)
assoziiert. Quelle: Clinvar, 20.02.2021.

Die BRCA2-Exons 10 und 11, die etwa 65% der kodierenden Sequenz ausmachen, weisen
keine mutmaBlichen P- und LP-Missense-Varianten (0,0%) auf, enthalten jedoch 62,1%
(138/232) der B- und LB-Varianten. Ahnlich wie bei BRCAI tritt die Mehrzahl der P- und
LP-Missense-Varianten bei BRCA2 entweder in einer kritischen funktionellen Doméne auf
oder beeinflusst das Spleiflen. Bekannte, das Spleien stérende Varianten sind ¢.425G>T

(p-S142I) und c.475G>A (p.V159M) am letzten Nukleotid von Exon 4 bzw. 5 [118,119]

4.7 Kriterien PM3, PP1 und BS4 -

Segregationsanalyse

BP2, Cis/trans- und

Die Panel-Gensequenzierung ist zu einer zunehmend wichtigeren Strategie fiir die
Bewertung des Risikos fiir Erbkrankheiten geworden. Erweiterte Genpanels sind
empfindlicher als Einzelgentests und hiufig kostengiinstiger als sequenzielle Tests, was zu
zusétzlichen Diagnose- und Praventionsmoglichkeiten fiithrt [120]. Diese Panels haben
jedoch den Vorbehalt, auch seltene VUS bei einem hdheren Anteil von Patientinnen zu
identifizieren als bei Einzelgentests allein [121-125].

Eine VUS weist typischerweise einige Merkmale oder zugehdrige Daten auf, die darauf

hinweisen, dass die Variante schidlich sein kann, aber nicht geniigend Informationen, um
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sie endgiiltig als krankheitsverursachend oder pathogen zu klassifizieren. Millionen solcher
Varianten sind in der Bevolkerung mit geringen Haufigkeiten vorhanden [109].

Die Identifizierung einer VUS kann fiir Patientinnen und Kliniker, die im Umfeld der
klinischen Genetik arbeiten, problematisch sein [126-129]. Obwohl eine endgiiltige
Neuklassifizierung einer VUS als pathogen oder harmlos vorkommen kann, betrigt die
Zeitspanne in der Regel viele Jahre und kann fiir seltene VUS unbegrenzt sein,
insbesondere wenn die Krankheit ungewdhnlich ist [130-132]. in silico- oder funktionelle
Forschungsstudien konnen die klinische Bedeutung einer Variante normalerweise nicht
klaren [133-136]. Waihrend Familien-Segregationsanalysen das Potenzial haben,
aussagekriftige Daten zur Klassifizierung von Varianten zu liefern, ergeben sich viele
Herausforderungen, die dieses Potenzial einschrinken. Die Ressourcen, die erforderlich
wiren, um weitere Familienmitglieder zu identifizieren, um die groffen Stammbédume zu
erstellen und geniigend Informationen fiir eine informative Segregationsanalyse zu
erhalten, sind unzureichend [137-138]. Wihrend Forschungsstudien zur Untersuchung
seltener Varianten in Familien Einfluss auf einzelne Familien haben konnten, sind die
derzeitigen Forschungsressourcen und -mittel begrenzt, und es ist unwahrscheinlich, dass

sie einen grofen Einfluss auf eine groBe Anzahl von Familien haben.

Die meisten Laboratorien fiir klinische Genetik, die Multigen-Krebspanel-Tests anbieten,
fiihren Familienstudien zur Klassifizierung von Varianten durch. Die Praktiken und
Richtlinien variieren jedoch.

Eine wesentliche Einschrinkung von Familienstudien zur VUS-Neuklassifizierung besteht
darin, dass die Grof3e der Familie hdufig nur drei bekannte Generationen von Verwandten
umfasst, was zu wenig ist, um eine VUS zu klassifizieren [139,140]. Die Mehrheit der
Patientinnen wird gentigend Verwandte haben, um eine VUS anhand ihrer Verwandten
ersten und zweiten Grades neu zu klassifizieren [140,141]. Die Erkldrung der Details
familidrer Kosegregationsstudien kann jedoch den Rahmen sprengen, den man von einem
Anbieter genetischer Analysen in der klinischen Routine erwarten kann.

Im aktuellen Paradigma der Multigen-Panel-Tests ist die Riickgabe eines Ergebnisses mit
einer oder mehrerer VUS eine Herausforderung fiir genetische und andere
Gesundheitsdienstleister, und letztendlich fiir die Patientinnen und ihre Familien. Viele
Labors, mit ihren verschiedenen Protokollen und Zulassungskriterien, sind an der

Durchfiihrung von Familienstudien zur Neuklassifizierung von Varianten beteiligt.
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4.8 Kriterien PM4 und BP3 - In-frame-Indels und Stopp-Verluste

Die bei ClinVar eingereichten In-frame-Indel-Varianten des BRCAI-Gens sind zu 82%
(54/66) VUS und nur zu 12% (8/66) als pathogen oder wahrscheinlich pathogen eingestuft

(nach Ausschluss von Varianten mit CIP or ,,no assertion criteria provided®).

Alle mutmaBlichen P- und LP-Missense-Varianten in BRCAI! kommen in den kritischen

Doménen vor (eine in der RING-Doméne, sieben in den BRCT-Wiederholungen).

Fir BRCA2 werden 94,3% (134/142) der In-frame-Indel-Varianten als VUS und nur 4,2%
(6/142) als P und LP klassifiziert. Bei den BRC-Wiederholungen ist nur eine Variante
vorhanden (p.(Glul879 Asn1880delinsLysLys)), die wahrscheinlich harmlos ist. Bei der
DNA-Bindungsdoméne sind drei Varianten vorhanden, die pathogen oder wahrscheinlich
pathogen sind (p.(Ser2782 Arg2784delinsGln), p.(Arg2991 Thr3033delinsPro) und
p-(Pro2992 Thr3033del)).

4.9 Kriterien PP3 und BP4 - in silico-Algorithmen

Bestehende in silico-Ansdtze zur Klassifizierung von Missense-Mutationen beruhen
hauptsédchlich auf der Annahme, dass krankheitsassoziierte Missense-Mutationen 1.) durch
einen groflen Unterschied zwischen den biochemischen Eigenschaften substituierter
Aminosduren gekennzeichnet und 2.) in einer iiber die Arten hinweg hochkonservierten
genomischen Region lokalisiert sind. Basierend auf diesen Kriterien konnen die
verfligbaren Tools grob in die folgenden Unterkategorien unterteilt werden:
sequenzbasiert, wenn die Methode ausschlielich auf Annahme 1 beruht; strukturbasiert,
wenn die Methode ausschlielich auf Annahme 2 beruht; und sequenz- und strukturbasiert

in Fillen, in denen beide Kriterien beriicksichtigt werden.

Aufgrund fehlender Informationen {iber seltene genetische Varianten und deren
Interpretationsanforderung ist die automatisierte Vorhersage von Auswirkungen von
Missense-Mutationen zu einem hédufig verwendeten Ansatz in der klinischen Diagnostik

geworden. Als Beispiel fiir in silico Algorithmen sind,

1) Align-GVGD (Tavtigian et al., 2006 [142]) verwendet mehrere Sequenz-
Alignments (MSAs) als Eingabe und berechnet einen biochemischen Abstandswert

(Erweiterung der paarweisen Grantham-Differenz, GD) sowie einen
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Konservierungswert (Grantham-Variation, GV). In jeder Alignment-Séule, die eine
Substitution umfasst, werden basierend auf den beobachteten Werten von GD und
GV Substitutionen in sieben Klassen, C € {0, 15, 25, 35, 45, 55, 65}, eingeteilt,
von der geringsten bis zur hochsten Wahrscheinlichkeit, die Funktion zu storen.

2) Als rein sequenzbasiertes Vorhersagewerkzeug klassifiziert SIFT (Kumar, Henikoff
& Ng, 2009 [143]) nichtsynonyme SNPs (nsSNPs) auf der Grundlage der
evolutiondren Konservierung von Aminosduren innerhalb von Proteinfamilien. An
jeder Position eines Eingabe-MSA wird eine skalierte Wahrscheinlichkeit fiir jede
auftretende Aminosduresubstitution berechnet (SIFT-Score). Es wird vorausgesagt,
dass eine Missense-Variante die Proteinfunktion schidigt, wenn der SIFT-Score der
substituierten Aminosdure unter dem Schwellenwert von 0,05 liegt.

3) MutationTaster2 (Schwarz et al., 2014 [144]) verwendet regulatorische Merkmale,
den Grad der evolutiondren Konservierung und Vorhersagen tiber Spleif3stellen als
Eingabe fiir einen naiven Bayes-Klassifikator, der Varianten entweder als
Krankheitsverursacher oder als harmlose Polymorphismen kategorisiert. Dariiber
hinaus werden Mutationen, die im 1000-Genome-Projekt oder in den HapMap-
Datenbanken mehr als viermal als homozygot befunden wurden, automatisch als
Polymorphismus klassifiziert, wahrend Varianten, die in ClinVar als pathogen
gekennzeichnet sind, standardmifBig als krankheitsverursachend eingestuft werden.

4) PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) (Adzhubei et al., 2010 [57])
verwendet acht sequenzbasierte und drei Strukturmerkmale als Eingabe fiir einen
naiven Bayes-Klassifikator, wobei Letztere nur in Féllen beriicksichtigt werden, fiir

die eine 3D-Struktur des untersuchten Proteins bekannt ist.

in silico-Algorithmen fiir die Pathogenitit von Missense-Varianten werden als
kostengiinstige, einfach zu bedienende Alternative eingesetzt. Die erhaltenen Vorhersagen
werden zur Priorisierung von Varianten fiir die experimentelle Bewertung und als Beitrag
zu Entscheidungsmodellen verwendet, die verschiedene Beweisquellen integrieren
[134,145-147]. Die moderate Erfolgsrate dieser Tools ist jedoch ein Hindernis fiir ihren

erweiterten Einsatz in einer Klinik [148].

In den letzten Jahren wurden mehrere Studien verdffentlich, um die Leistung und
Zuverldssigkeit bestehender Ansétze von in silico-Algorithmen fiir die Vorhersage von

funktionellen Auswirkungen nichtsynonymer Varianten zu bewerten [135,149-155].
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Zusammenfassend zeigten diese Studien ein vielfdltiges Bild der Leistung dieser

Anwendungen.

Ernst et al. (2018) [156] stellen nach dem Testen der Leistung von Align-GVGD, SIFT,
PolyPhen-2 und MutationTaster2 an einem Satz von 236 BRCAI/2-Varianten mit
bekannter Wirkung fest, dass diese Werkzeuge hiufig unter schlechten Spezifititen leiden,

was zu einem unakzeptabel hohen Anteil falsch positiver Ergebnisse fiihrt.

In Bezug auf die molekulare Wirkung zeigen zwei unabhédngige funktionelle GroBversuche
zu BRCAI-Varianten [87,157], dass in silico-Algorithmen nur eine begrenzte Sicht auf die
funktionellen Auswirkungen dieser Varianten liefern. Rodrigues et al. [154] fanden heraus,
dass genomische Regionen mit starker Konservierung sowie Hypervariabilitit die
Vorhersageergebnisse negativ beeinflussen konnen. Grimm et al. [150] stellten fest, dass
die Bewertung mehrerer Werkzeuge unter einer Uberanpassung litt, da Varianten, die zum
Trainieren der Methoden verwendet wurden, auch im Bewertungssatz enthalten waren.
Eine kiirzlich von Tang und Thomas [155] durchgefiihrte Uberpriifung bestehender
Vorhersageansitze unterstreicht den allgemeinen Mangel an genauen Benchmark-
Datensitzen flir die zuverldssige Bewertung von Ansdtzen auf dem neuesten Stand der
Technik. Aufgrund der spezifischen Schwichen jedes Vorhersagewerkzeugs besteht eine
gemeinsame Strategie darin, die Ergebnisse verschiedener Ansidtze zu kombinieren, d.h.
eine krankheitsverursachende Mutation anzunehmen, wenn mindestens die Héilfte mehrerer
Ansitze eine Variante als schédlich einstuft. Leong et al. [152] fanden jedoch heraus, dass
eine solche Strategie sogar die Zuverlédssigkeit verringern kdnnte, wie sie fiir einen Satz

von 113 nsSNPs im menschlichen SCN54-Gen zeigten.

Zusammenfassend muss die Vorhersagekraft dieser Tools verbessert werden, wenn man
ihre Verwendung im klinischen Umfeld erh6hen und ihren Wert fiir die Interessengruppen

im Gesundheitswesen steigern mdchte.
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5 Schlussfolgerung

Panel-Gentests haben zu einer grolen Anzahl von VUS gefiihrt. In BRCA1 88% und bei
BRCA2 93,9% wurden bei ClinVar eingereichten Missense-Varianten als VUS
klassifiziert. Es ist dringend erforderlich, die Variantenklassifizierung zu verbessern, um
die Anzahl der gemeldeten VUS zu verringern.

Die ACMG-Richtlinie besagt, dass eine Variante mit unklarer Signifikanz (VUS) bei der
klinischen Entscheidungsfindung nicht verwendet werden sollte. Die Folgen einer
Fehldiagnose konnen nicht nur fiir den Probanden, sondern auch fiir seine Angehorigen
schédlich sein, da deren klinisches Management gedndert wird.

Die Interpretation einer Variante zur Verwendung bei der klinischen Entscheidungsfindung
erfordert aber eine umfassende Kenntnis des Phinotyps der Patientinnen, der Art der
Vererbung des Krankheitsgens, des Mutationsmechanismus (z.B. Haploinsuffizienz,
dominant negativ), der Proteinstruktur und -funktion und der Stirke der Gen-Krankheits-
Beziehung.

Eine funktionelle Bewertung der Missense-Varianten, die die Mehrheit der VUS-Varianten
darstellen, ist notwendig, um die Interpretation dieser Varianten zu verbessern und somit
die klinische Entscheidungsfindung fiir Patienten/innen zu unterstiitzen.

Fiir BRCAI und BRCA2 sind mehrere funktionelle Assays beschrieben, aber in nur
wenigen Féllen wurden groe (> 30) Variantensitze getestet. Beweise aus
Funktionsstudien, die in einem Forschungsumfeld durchgefiihrt wurden, miissen sorgfaltig
tberpriift werden, um die Datenqualitit, Zuverldssigkeit und das richtige MaBl an
Vertrauen in die Ergebnisse zu bestimmen.

Laut ACMG/AMP koénnen ,,gut etablierte Assays™ verwendet werden, um ein PS3- oder
BS3-Kriterium (Strong Evidence) zu erhalten. Es gibt jedoch noch keine spezifischen
Richtlinien, die letztendlich von Expertengremien (engl. expert panels) fiir jedes Gen
festgelegt werden miissen. Zum Beispiel wiren {iibereinstimmende Ergebnisse von
mindestens drei unabhdngigen validierten Assays fiir PS3- oder BS3-Kriterien (stark)
erforderlich, wahrend tiibereinstimmende Ergebnisse in zwei unabhidngigen validierten

Assays ein PM1-Kriterium (moderat) erzeugen wiirden.

Ein weiteres Problem fiir die Klassifizierung von VUS besteht darin, dass in der ACMG-
Richtlinie Hotspot-Regionen als Beweis fiir eine Pathogenitit beriicksichtigt werden (z.B.

PM1 und PP2), aber umgekehrt Regionen ohne wesentliche Funktionen, die Missense-
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Varianten tolerieren, nicht als Nachweis flir die Harmlosigkeit einer Variante genommen
werden.

Die Identifizierung von Féllen von de novo-Mutationen hétte direkte Auswirkungen auf die
Praventions- und Behandlungsstrategien und konnte das klinische Management von
Patientinnen positiv beeinflussen. Weltweit sind bisher aber nur sehr wenige de novo-Fille

— nur neun beim BRCA1-Gen und sechs beim BRCA2-Gen — beschrieben worden.

Familien-Segregationsanalysen miissen durchgefiihrt werden, da sie das Potenzial haben,

aussagekriftige Daten zur Klassifizierung von Varianten zu liefern.

Informationen aus Populationsdatenbanken haben folgende methodische Einschrinkungen;
Lingere Indels werden nicht durch Sequenzierung via NGS (Next-Generation-
Sequenzierung) erkannt, Populationen wurden deshalb moglicherweise nicht auf den
Phéinotyp untersucht oder ausgeschlossen. Zudem erschweren individuelle Unterschiede
bei der Penetranz und der Expressivitit (Ausprigung) der Erkrankung die Verwendung

von Daten aus Populationsdatenbanken.

Beim PS1-Kriterium wird die gleiche Aminosdureverdnderung durch einen anderen
Nukleotidaustausch verursacht. Faktoren wie hypomorphe Varianten, fehlende funktionelle
Analysen wie beim alternativen mRNA-Spleilen, eine falsche Klassifizierung der
Varianten usw. konnen die Anwendung dieses Kriteriums erschweren.

Die Evidenzstirke kann abhidngig vom Variantentyp und der Position innerhalb des Gens
oder aufgrund zusitzlicher Evidenz fiir die Wahrscheinlichkeit eines echten Null-Effekts

gedndert werden.

Ein PVS1-Entscheidungsbaum wurde von der ClinGen Sequence Variant Interpretation
Working Group (SVI WG) entwickelt, um die Interpretation von Funktionsverlustvarianten
(LOF) zu unterstiitzen [158]. Zusitzlich zu dem LOF-Varianten (Nonsense-, Frameshift-
Varianten, kanonische Splei3stellenvarianten +1 oder +2, Start-Codon-Variante, Einzel-
oder Multi-Exon-Deletion) kann auch bei einer Stopp-Verlust-Variante das Kriterium
PVS1 angewendet werden, da in Abwesenheit eines In-frame-Terminationscodons in der
3'-UTR das mRNA-Transkript wahrscheinlich einem ,,nonstop-mediated decay* (Nonstop-
vermittelter Abbau) unterzogen wird. Beim PVS1-Kriterium ist bei der Interpretation einer

3'-Nonsense- oder Frameshift-Variante zu beachten, dass diese dem Mechanismus des
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,honsense-mediated decay* (Nonsense-vermittelter Abbau) entkommen konnen oder dass
alternatives mRNA-Spleiflen die Pathogenitit mutmaBlicher LOF-Varianten abschwichen
kann.

Daher wird eine HBOC-spezifische Verfeinerung der ACMG-Richtlinie fiir einzelne
Kriterien empfohlen, mit Beriicksichtigung der oben genannten Varianten bzw.

Mechanismen.
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