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1. Zusammenfassung

Das mannliche Mammakarzinom ist eine seltene Erkrankung und umfasst weniger als 1%
der Krebserkrankungen bei Mannern und weniger als 1% aller Brustkrebserkrankungen.
Wahrend Brustkrebs bei Frauen mit jahrlich etwa 69.000 neu diagnostizierten Patientinnen
die haufigste Tumorentitat darstellt, erkranken in Deutschland jedes Jahr etwa 600-750
Manner an Brustkrebs. Aufgrund der relativen Seltenheit der Erkrankung und der
entsprechend begrenzten Studienlage orientieren sich Versorgungskonzepte und
Behandlungsempfehlungen weiterhin vordergriindig an wissenschaftlichen Erkenntnissen
zum Brustkrebs bei Frauen, obwohl Hinweise auf wesentliche molekulare Unterschiede eine
geschlechtsspezifischere Auseinandersetzung erfordern. Sowohl bei Mannern als auch bei
Frauen spielt die genetische Pradisposition eine entscheidende Rolle in der Entstehung von
Brustkrebs. Wahrend bei Frauen vordergrindig pathogene BRCA1 Varianten mit einem
erhéhten Risiko fur Brustkrebs assoziiert sind, ist das mannliche Mammakarzinom mit einer
hohen Pravalenz pathogener Varianten im BRCA2-Gen assoziiert. Daruber hinaus sind die
Daten zu Varianten in weiteren potenziellen Risikogenen mit niedriger bis mittlerer
Penetranz, die das mannliche Brustkrebsrisiko beeinflussen wie PALB2, CHEK2 und ATM
bislang unzureichend diskutiert. In dieser retrospektiven multizentrischen Studie wurde die
Pravalenz von pathogenen Varianten in BRCA171/2- und 23 Nicht-BRCA1/2-Genen
untersucht. Die Studie umfasst eine Stichprobe von 614 mannlichen Mammakarzinom
Patienten, die zwischen 1965 und 2018 mit uni- oder bilateralem Brustkrebs diagnostiziert
und Uber die Zentren des Deutschen Konsortiums fur familidren Brust- und Eierstockkrebs
rekrutiert wurden. Die Ergebnisse zeigten, dass ein erheblicher Anteil der mannlichen
Brustkrebspatienten pathogene Varianten im BRCA2-Gen (23,0%, 142/614) und im BRCA1-
Gen (4,6%, 28/614) aufwiesen. Insgesamt betrug die Pravalenz von pathogenen Varianten in
BRCA1/2 bei Patienten ohne familidre Vorgeschichte von Brust- und/ oder Eierstockkrebs
11,0% (16/146). Dabei zeigten Trager pathogener Veranderungen in BRCA1/2 im Vergleich
zu Brustkrebspatienten ohne entsprechende genetische Veranderungen keinen friiheren
Krankheitsbeginn. Die haufigsten klinischen Tumorphanotypen waren
Ostrogenrezeptorpositiv (ER+), progesteronrezeptorpositiv (PR+) und HER2-negativ (77,7%).
Dartber hinaus zeigten sich 10,2% der untersuchten Tumore dreifach positiv (ER+, PR+,
HER2+) und 1,2% triple negativ (ER-, PR-, HER2-). Es wurde kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem ER/PR/ HER2-Status und dem Auftreten von pathogenen
Varianten in BRCA1/2 Varianten festgestellt. Ein Vergleich der Pravalenz von
proteintrunkierenden Varianten (PTVs) zwischen mannlichen Brustkrebspatienten und
Kontrolldaten (ExaC, n = 27.173) ergab signifikante Assoziationen von PTVs in BRCA1 und
BRCA2 mit dem mannlichen Mammakarzinom (BRCA7: OR = 17,04, 95% CI = 10,54-26,82,
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p < 10°, BRCA2: OR = 77,71, 95% CI = 58,71-102,33, p < 10°). Weitere Fall-Kontroll-
Analysen der 23 nicht-BRCA1/2 Gene bei 340 BRCA1/2 negativen Patienten und ExAc-
Kontrollen zeigten signifikante Assoziationen von PTVs in CHEK2, PALB2 und ATM mit
mannlichem Brustkrebs (CHEK2: OR = 3,78, 95 % CI = 1,59-7,71, p = 0,002; PALB2: OR =
14,77, 95 % Cl = 5,02-36,02, p < 10-5; ATM: OR = 3,36, 95 % CI = 0,89-8,96, p = 0,04).

Insgesamt unterstutzen die prasentierten Ergebnisse den Nutzen von Multigenpanalanalysen
bei mannlichen Brustkrebspatienten unabhangig von ihrer jeweiligen familidren
Vorgeschichte, dem Erstdiagnosealter und dem Tumorphanotyp. Das singulare mannliche
Mammakarzinom konnte basierend auf den vorliegenden Forschungsergebnissen im
Rahmen der Wissengenerierenden Versorgung des Deutschen Konsortiums fur familiaren
Brust- und Eierstockkrebs (DK-FBREK) erfolgreich als neues Einschlusskriterium in der
genetischen Testung validiert werden und setzt damit ein starkes Beispiel fir die erfolgreiche
Translation von Forschung in die klinische Versorgung. Auch wenn weitere Forschung auf
diesem Gebiet mittels umfassender internationaler Bemuhungen erforderlich ist, um die
klinische Relevanz der pathogenen Risikogenvarianten abschlielend zu verstehen, deuten
die bisherigen Erkenntnisse darauf hin, dass sie individuelle geschlechtsspezifische
Betrachtung der genetischen Pradisposition des mannlichen Mammakarzinoms ein
bedeutender Schritt zur Verbesserung der personalisierten Risikobewertung und zukinftigen

Therapieentscheidung darstellt.



2. Einleitung

21 Epidemiologie

Das Mammakarzinom des Mannes ist eine seltene maligne Tumorerkrankungen und
reprasentiert weniger als 1% der mannlichen Tumoren. In Deutschland erkranken jahrlich
etwa 750 Manner an Brustkrebs und stellen damit lediglich 1% der gesamten Brustkrebsfalle
dar. Diese Zahl steht im Kontrast zur prddominierenden epidemiologischen Bedeutung des
weiblichen Mammakarzinoms als haufigste Krebserkrankung bei Frau mit rund 69.000
Neuerkrankungen jahrlich." Wahrend eine von acht Frauen im Laufe ihres Lebens an
Brustkrebs erkrankt, liegt das Lebenszeitrisiko ein Mammakarzinom zu entwickeln bei
Mannern bei gerade einmal 1:1000%, doch die Inzidenz zeigt weltweit eine steigende
Tendenz.®>* Daten des SEER-Programms (Surveillance, Epidemiology and End Results)
demonstrieren, dass die altersadjustierte 5-Jahres-Inzidenz von mannlichem Brustkrebs Uber
alle Ethnien hinweg zwischen 1975 und 2015 von 0,85 pro 100.000 Personen auf 1,19 pro
100.000 Personen stetig gestiegen ist.’

Das mediane Erkrankungsalter liegt in Deutschland bei Mannern bei 72 Jahren und liegt
damit deutlich (iber dem mittleren Erstmanifestationsalters von 64 Jahren bei Frauen.' Die
Erkrankung weist zudem eine unimodale Altershaufigkeitsverteilung auf, wobei die Inzidenz
mit zunehmendem Alter kontinuierlich ansteigt und im siebten Lebensjahrzehnt ihren
Hohepunkt erreicht. Ebenso verdichten sich die Hinweise auf eine erhéhte Gesamtmortalitat
bei maénnlichen Brustkrebspatienten.® Epidemiologische Studien zeigen, dass
soziodkonomische Faktoren, das Krebsstadium, Tumoreigenschaften wie Grélke und Grad
signifikant zur erhdhten Sterblichkeit in dieser Patientengruppe beitragen.”® Aktuellen
Studienergebnissen zufolge weisen mannliche Patienten innerhalb von finf Jahren nach
Diagnose eine 19% hohere Gesamtsterblichkeit als Frauen auf ° und die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass bei Manner mit Brustkrebs maoglicherweise schlechtere
Behandlungsergebnisse erzielt werden und somit ein héheres Risiko fir eine unglnstige
Prognose haben.’

Histopathologisch prasentieren sich mannliche Mammakarzinome Uberwiegend als invasiv
duktale Karzinome (>90%)'"® und weisen verglichen mit dem Auftreten unter Frauen erhéhte
Positivitdtsraten an  Ostrogen- und Progesteron-Rezeptorexpressionen auf (90-

97%) 11,12,13,14,15

2.2 Versorgung und aktueller Kenntnisstand zum mannlichen
Mammakarzinom
Aufgrund der relativen Seltenheit des mannlichen Mammakarzinoms und der bislang

unzureichenden geschlechtsspezifischen Untersuchung, orientieren sich aktuelle
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Versorgungskonzepte und Behandlungsempfehlungen weiterhin  vordergrindig an
entsprechenden  klinischen Daten und Empfehlungen fir  postmenopausale
Brustkrebspatientinnen. Trotz weitreichender tumorbiologischer Uberschneidungen und
Ahnlichkeiten zum Mammakarzinom bei Frauen, gilt dieser Ansatz der einfachen
ModellUbertragung zunehmend als revisionsbedurftig. Zahlreiche Untersuchungen weisen
darauf hin, dass die Erkrankung bei Mannern abweichende (molekular)biologische Merkmale
aufweist und eine eigene Tumorentitat mit spezifischen Charakteristika darstellt, die in der
Patientenversorgung beriicksichtigt werden sollten.’® Weitere Evidenz aus randomisierten
Studien zu spezifischer Diagnostik, Therapie und biologischen Parametern ist jedoch
notwendig, um die bestehenden Unsicherheiten im Umgang mit mannlichen
Brustkrebspatienten zu reduzieren und angepasste Behandlungsstandards festzulegen. In
Deutschland orientiert sich die Diagnostik und Therapie an der aktuellen S3 Leitlinie
Mammakarzinom sowie der jahrlich aktualisierten AGO-Empfehlung der Arbeitsgemeinschaft

gynakologische Onkologie (www.ago-online.de).

Dem interdisziplinaren onkologischen S3-Leitlinienprogramm fir Friherkennung, Diagnostik,
Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms folgend, werden derzeit fur Manner keine
speziellen Screeningverfahren, sowie FriherkennungsmaRnahmen empfohlen. Den
Betroffenen wird bislang dazu geraten, Veranderungen im Brustbereich zu beobachten und
sich gegebenenfalls arztlich untersuchen zu lassen. Die meisten Brustkrebsfalle werden im
Verlauf von den Patienten selbst entdeckt und bei Uber 40% der Falle in bereits
fortgeschrittenen Stadien UICC Il und 1V diagnostiziert."" Dies lasst sich am ehesten auf ein
mangelndes Bewusstsein in der Brustkrebsvorsorge bei Mannern und der damit
einhergehenden verzégerten arztlichen Vorstellung zuriickfiihren.” Jeder Verdacht auf einen
malignen Befund sollte abgeklart werden und zunachst eine allgemeine Anamnese unter
Berucksichtigung potenziell zugrundeliegende Risikofaktoren erfolgen. Die Basisdiagnostik
beinhaltet weiterhin die korperliche Untersuchung, Mammografie, sowie Ultraschalldiagnostik
der Brust und der Lymphabflussregionen. Ebenso soll die weiterfiihrende Diagnostik, sowie
Staging- und Ausbreitungsdiagnostik entsprechend der Empfehlungen fir Frauen erfolgen.

Die Therapie des lokalisierten invasiven mannlichen Mammakarzinoms orientiert sich
weitgehend an den Behandlungsprinzipien, die auch bei weiblichem Brustkrebs angewendet
werden. Aufgrund des haufig bereits fortgeschrittenen Krankheitsstadiums und
einhergehenden  ungunstigeren  Prognose  gestaltet sich die therapeutische
Herangehensweise bei mannlichen Patienten tendenziell jedoch haufig radikaler als bei
weiblichen Tumorpatientinnen. Diese umfasst in der Regel die chirurgische Behandlung
mittels Mastektomie, Strahlentherapie, sowie systemischen Behandlungen wie Hormon- oder

Chemotherapien, sowie PARP-Inhibitoren fiir fortgeschrittene Stadien.'’
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Histopathologisch prasentieren sich mannliche Mammakarzinome Uberwiegend als Luminal-
like Tumore mit positiver Ostrogen(ER)- und Progesteron(PR)-Expression (99,3%), wahrend
lediglich 0,3% der Tumoren triple negativ sind (ER-, PR- und HER2-negativ)."
Dementsprechend stutzt sich die systemische Therapie des mannlichen Brustkrebses
vorwiegend auf eine endokrine Therapieoption mittels des standardmafigen Einsatzes von
Tamoxifen. Erstaunlicherweise lie} sich die Evidenz, mit der Aromatase Inhibitoren (Al)
gegenuber Tamoxifen in der Behandlung postmenopausaler Frauen effektivere Endpunkte
aufzeigten nicht auf das Therapie-Modell bei Mannern Ubertragen. Weiterfihrende
Untersuchungen deuten auf einen geringere Wirksamkeit von Al und ein wesentlich erhdhtes
Gesamtuberleben bei mannlichen Brustkrebspatienten nach adjuvanter Behandlung mit
Tamoxifen verglichen mit einem Al hin und betonen damit die Notwendigkeit der
geschlechtsspezifischen Auseinandersetzung im Hinblick auf therapeutische Ansétze."® Das
vereinfachte Model, nachdem Manner in der Regel endokrin empfindliche Tumore aufzeigen,
die sich wie die postmenopausaler Frauen verhalten scheint nicht mehr ganzlich den
Ansprichen zielgerichteter Behandlungsansatze zu entsprechen.

Ebenso auffillig prasentieren sich die Unterschiede in der Atiologie und insbesondere in der
molekularbiologischen Betrachtung des mannlichen und weiblichen Mammakarzinoms.
Mutationen in den bekannten Tumorsuppressorgenen BRCA7 und vor allem in BRCA2
werden mit einem erhdhten Brustkrebsrisiko in Verbindung gebracht. Im Gegensatz zum
weiblichen Mammakarzinom ist das BRCA2-Gen bei mannlichen Patienten wesentlich
haufiger verandert als BRCA1. Trotz der rasant voranschreitenden Erforschung genetischer
Pradisposition des familidren Brustkrebses bei Frauen, beschéftigten sich Studien bislang
wenig mit der geschlechtsspezifischen Aufarbeitung pradisponierender Keimbahnmutationen
des mannlichen Pendants.

Mittlerweile besteht allgemeiner Konsens dartber, allen an Brustkrebs erkrankten Mannern
unabhangig ihrer jeweiligen familidren Vorbelastung, eine genetische Beratung und Testung
auf Keimbahnkrebspradisposition anzubieten. 2'9% |nwiefern diese Keimbahnanalysen
jedoch zielgerecht eingesetzt werden kdnnen und in welchem Umfang potenzielle Gene Uber

die Hochrisikogene BRCA1/2 hinaus abgedeckt werden sollten ist weiterhin fraglich.

2.3 Pathophysiologie und nicht-genetische Risikofaktoren
Bei der klinischen Bewertung des mannlichen Mammakarzinoms sollten insbesondere die
pradisponierenden Risikofaktoren berlcksichtigt werden. Aufgrund der relativen Seltenheit
der Erkrankung bei Mannern und der oftmals geringen Stichprobengréfe der Studien lassen
sich Kausalitatsruckschlisse nur erschwert und unter Vorbehalt ziehen. Dennoch konnten
neben zugrundeliegender Keimbahnmutationen einige weitere nicht-genetische

pradisponierende Faktoren entschlisselt werden. Ebenso wie bei Frauen steigt die
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Brustkrebsinzidenz bei Mannern mit dem Alter stetig an. Neben dem fortgeschrittenen Alter
zahlt auch eine familiare Brustkrebsvorbelastung zu den seither gesicherten
geschlechtsneutralen Risikofaktoren.?' Eine SEER-basierte Analyse aus den Jahren 2010
bis 2016 von Fang et al. zeigte daruber hinaus, dass mannliche Brustkrebspatienten haufiger
der schwarzen Bevdlkerungsgruppe angehoérten.® Weiterhin stehen endokrine Ursachen mit
einem erhdhten Risiko fur die Entwicklung des mannlichen Mammakarzinoms in Verbindung.
Das Klinefelter-Syndrom, eine seltene genetische Erkrankung, die durch den XXY-Genotyp
gekennzeichnet ist und mit Gyndkomastie, Hodendysgenesie und einem veranderten
Gleichgewicht von Androgenen und Ostrogenen einhergeht erhéht das Risiko, an Brustkrebs
zu erkranken im Vergleich zu nicht betroffenen Mannern um das 20 bis zu 50-fache.'®??
Weitere Erkrankungen, die ein hormonelles Ungleichgewicht férdern sind beispielsweise
Adipositas, Hodenerkrankungen wie Mumps-Orchitis, Hodenhochstand, Orchidektomie oder
auch Leberfunktionsstérungen.?®#2* Auch eine (bermaRige Hormonbelastung wie etwa
durch die Hormontherapie bei Transsexuellen oder die hormonelle Behandlung des
Prostatakarzinoms tragen zur Entstehung von Brustkrebs bei Mannern bei.'® Die
aufgeflihrten endokrinen Risikobedingungen lassen jedoch lediglich Rickschlisse auf die
mégliche Atiologie einer kleinen Teilgruppe der mannlichen Brustkrebsfille zu. Zusétzlich
bislang uneinheitlich diskutierte Risikofaktoren stellen einerseits Lifestylefaktoren wie
mangelnde Bewegung und exzessiver Alkoholkonsum dar, andererseits gelten UbermaRige
Strahlenexposition, sowie berufliche Exposition gegeniber elektromagnetischen Feldern,
Hitze und polyzyklischen Kohlenwasserstoffen als moégliche Risikofaktoren fur mannlichen

Brustkrebs. 2%

2.4 Das erblich bedingte Mammakarzinom
Bdsartige Tumorerkrankungen der Brust sind weltweit weit verbreitet und gehoéren in
Deutschland weiterhin zu den haufigsten Todesursachen. Trotz der anhaltend grof3en Anzahl
neu diagnostizierter Brustkrebserkrankungen gelten die meisten dieser Falle als sporadisch,
das heil3t sie entwickeln sich infolge einer zufalligen Genschadigung durch die Kombination
von Umwelt- und Lebensstilfaktoren und naturlichen Alterungsprozessen. Erblich bedingter
Brustkrebs betrifft hingegen lediglich 5-10% aller Mammakarzinome bei Frauen und zeichnet
sich durch die Weitergabe von einzelnen hochpenetranten Keimbahnmutationen innerhalb
einer Familie aus.?®?” Bei erblich bedingten Krebserkrankungen kommt es entlang des
Stammbaums zu einem gehauften Auftreten von Tumoren, die Diagnose wird haufig friher
gestellt und fir einige Familienmitglieder besteht ein deutlich héheres Risiko die jeweilige
Tumorerkrankung auszupragen.?® Zu den verbreitetsten erblichen Krebssyndromen, die ein
erhdhtes Risiko fur Brustkrebs aufweisen, zdhlen neben dem hereditaren Brust- und

Eierstockkrebssyndrom (HBOC), das Li-Fraumeni-Syndrom, das Cowden-Syndrom, das
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Peutz-Jeghers-Syndrom und der erbliche diffuse Magenkrebs.?® Das Li-Fraumeni-Syndrom
beschreibt eine komplexe erbliche Krebspradisposition, die vorwiegend durch
Keimbahnmutationen in dem fur das p53-Protein codierende Tumorsuppressorgen TP53
hervorgerufen wird und mit dem frihen Auftreten multipler Tumore einhergeht. Die
betroffenen Patienten entwickeln dabei insbesondere Weichteilsarkome, Leukamien,
Hirntumore, Tumore der Nebenniere, Knochensarkome und Brustkrebs °*' Mit einer
geschatzten Pravalenz von 1:200.000 in der Bevolkerung stellt das Cowden-Syndrom aus
der Gruppe der hamartomatésen Syndromen ein  weiteres sehr seltenes

Pradispositionssyndrom  dar.*?

Hauptursachlich far die Entwicklung der
Multisystemerkrankung sind hierbei pathogene Keimbahnmutationen in PTEN, die fur
unterschiedliche maligne Erkrankungen der Brust, Schilddrise und des Endometriums
pradisponieren, sowie gutartige hamartomatdése Gewebeveranderungen in mehreren
Organsystemen auslésen.®® Das Peutz-Jeghers-Syndrom hingegen wird durch pathogene
Varianten im STK171-Gen (Serin/Threonin-Kinase-11) vererbt und ist durch die Kombination
von mukokutaner Hyperpigmentierung, gastrointestinaler Polyposis und einem erhdhten
Risiko fir Mamma-, Ovarial-, Pankreas und kolorektale Karzinome gekennzeichnet.®
Letztlich Iasst sich das hereditare diffuse Magenkarzinom auf pathogene Keimbahnvarianten
in dem Tumorsuppressorgen CDH1 zurlckfihren. Bei Mutationstragern besteht neben
einem erhohten Risiko fiur diffusen Magenkrebs, auch eine deutlich gesteigerte
Pradisposition gegeniiber lobuldren Mammakarzinomen.®

Die Vererbung der jeweilig pradisponierenden Risikogene folgt bei allen genannten erblichen
Krebssyndromen Ubereinstimmend dem autosomal-dominaten Vererbungsmuster, bei dem
das betroffene Allel auf einem der beiden paarig angelegten Autosomen fir die Manifestation
der Erkrankung ausreicht. Unabhangig vom Geschlecht besteht, dem Vererbungsmuster
folgend, fir erstgradig verwandte Nachkommen ein 50%iges Risiko, das veranderte Allel zu
erben und ebenfalls Merkmalstrager zu sein. Sowohl Frauen als auch Manner kénnen also
entsprechende Keimbahnveranderungen erben und ebenso an ihre Nachkommen
weitergeben.*® In erster Linie wird das HBOC dabei durch pathogene Keimbahnvarianten in
den autosomal-dominant vererbten DNA-Reparaturgenen BRCA1 und BRCAZ2 verursacht
aber auch eine Vielzahl weiterer Gene sind daruber hinaus neuesten wissenschaftlichen
Erkenntnissen zufolge in den pathogenetischen Prozess eingebunden. Ahnlich wie bei
anderen erblichen Krebssyndromen weist das HBOC eine unvollstdndige Penetranz auf,
nach der nicht jede pathogene Variante in einem Risikogen unmittelbar zur phanotypischen
Auspragung der Krebserkrankung bei seinem Trager fihrt. Es lassen sich in diesem
Zusammenhang allgemein drei Kategorien von Keimbahnvarianten unterscheiden, die das
Brustkrebsrisiko in unterschiedlichem Malte modifizieren kdnnen. Dementsprechend werden

zunachst Gene mit hoher Penetranz als Hochrisikogene definiert, die mit einem relativen
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Krebsrisiko von mehr als 5 assoziiert werden. Die Komission Mamma der
Arbeitsgemeinschaft gynakologische Onkologie (AGO) fasst in dieser Rubrik die drei
Risikogene BRCA1/2 und PALB2 mit einem hohen kumulativen Erkrankungsrisiko fur
Brustkrebs bei Frauen zusammen. Bei seltenen genetischen Risikovarianten mit moderater
Penetranz liegt das relative Brustkrebsrisiko generell zwischen 2 und 5, wahrend haufige
Varianten mit geringer Penetranz als Niedrigrisikovarianten das Erkrankungsrisiko nur
unwesentlich erhéhen und in der Regel ein relatives Risiko < 2 aufweisen.®” Aufgrund der
gegenwartig umstrittenen klinischen Bedeutung weiterer Risikogene, empfiehlt die AGO
aktuell eine Untersuchung moderat penetranter Gene und Niedrigrisikovarianten nur im
Rahmen von prospektiven Kohortenstudien wie der des DK FBREK Segregationsanalysen
fuhren auRerdem zu der Vermutung, dass ein Grofdteil der Erkrankungen auf einem oligo-
oder polygenen Entstehungsmodell mit Mutationen in mehreren moderaten und niedrig
penetranten Pradispositionsgenen beruht, die in Kombination ein deutlich gréReres Risiko fur
die Bevolkerung darstellen.®® Diese Hypothese wurde bislang sowohl fiir weiblichen, als auch
fir mannlichen Brustkrebs durch internationale multizentrische Kooperationen im Rahmen

von genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) bestatigt.>4°

2.5 Genetische Pradisposition: Brustkrebs-Risikogene

Nicht zuletzt perspektivisch im Hinblick auf eventuelle Fortschritte in der Entwicklung von
Friherkennungs- und Vorsorgeprogramme sowie zielgerichteter Therapieoptionen, ist die
Entschlisselung zugrunde liegender Keimbahnmutationen von enormer Bedeutung und
sollte geschlechtsspezifisch betrachtet werden. Die genetischen Risikofaktoren bei Mannern
an Brustkrebs zu erkranken, ahneln denen der Frauen, sind jedoch nicht vollkommen
identisch. Vorangegangene genetische Erhebungen zeigen, dass BRCAZ2-Mutationen bei
mannlichen Patienten pradominieren und im Vergleich zu den an Brustkrebs erkrankten
Frauen einen grofleren Anteil des Mutationsspektrums der erblich bedingten
Mammakarzinome ausmachen. Dem gegenlberstehend sind BRCA7-assoziierte Tumore
unterreprasentiert und weisen damit auf erhebliche Unterschiede in der
geschlechtsspezifischen genetischen Atiologie von Brustkrebs hin. Die Sequenzierung von
weiteren Kandidatengenen, die an BRCA1/2-assoziierten DNA-Reparaturwegen beteiligt
sind wie PALB2, CHEK2 und ATM hat dazu beigetragen, das Verstandnis Uber die
bekannten BRCA1/2 Gene hinaus zu erweitern.

Mit der Weiterentwicklung von Next-Generation-Sequencing(NGS)-Technologien und
insbesondere durch den Einsatz von Multigenpaneltestungen hat sich wahrend der
vergangenen Jahre die Moglichkeit ergeben pathogene Varianten in einer Vielzahl von
Genen zu identifizieren, die mit einem erhdhten Risiko fiir Brustkrebs assoziiert sind. *’

Die Klassifizierung der Varianten basiert auf Kriterien des American college of medical

genetics and genomics (ACMG)** Die detektierten Varianten werden entsprechend der
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Empfehlungen der International Agency for Research on Cancer (IARC) in funf Gruppen
eingeteilt und entlang ihrer Sequenzfunktionalitat bewertet.** Klasse 1 entspricht dabei der
benignen Normavariante und prasentiert sich ohne klinische Relevanz, wahrend Klasse 2-
Varianten (,Likely benign“) als wahrscheinliche Normvarianten gelten. Varianten unklarer
klinischer Relevanz (VUS) werden der Klasse 3 zugeordnet und stellen vor dem Hintergrund
der enormen Zunahme der durch NGS-Verfahren generierten genomischen Daten die
bislang groRte Herausforderung in der Interpreatation von Varianten dar. Genvarianten der
Klasse 4 gelten als wahrscheinlich pathogen und werden mit den der Klasse 5 zugeordneten
Varianten, mit einem relevanten Funktionsverlust als pathogene Varianten

zusammengefasst.

2.51. BRCA2 und BRCA1
Die am haufigsten in der Pathogenese des erblichen Brustkrebses involvierten Gene sind die
beiden bekannten autosomal-dominant vererbten Hochrisikogene BRCA7 und BRCAZ2. Es
handelt sich dabei um die beiden ersten 1994 und 1995 identifizierten Gene, die mit dem
HBOC in Verbindung gebracht werden konnten. Sie kodieren fir Proteine, die am DNA-
Reparaturmechanismus der homologen Rekombination beteiligt sind und fihren im Falle
einer Mutation zu genomischer Instabilitdt und férdern die Tumorentstehung. Vor allem
pathogene Varianten in dem auf Chromosom 13922 lokalisierten BRCA2-Gen gelten seither
als auffalligster genetischer Risikofaktor flir die Entstehung des mannlichen
Mammakarzinoms. Abhangig von den Merkmalen der jeweilig untersuchten Population
variiert die Haufigkeit pathogener BRCA2 Keimbahnvarianten zwischen 10-16% der
eingeschlossenen mannlichen Brustkrebspatienten.'?4+234%46 Eine aktuelle reprasentative
Studie von Pritzlaff et al.*’ konnte beispielsweise in 11% der untersuchten Falle (53/480)
BRCAZ2-Keimbahnmutationen bei mannlichen Brustkrebspatienten nachweisen. Weitere
multizentrische Untersuchungen aus ltalien und Spanien berichteten Uber diskret hdhere
Mutationspravalenzen des betreffenden Hochrisikogens mit entsprechenden BRCAZ2-
Positivitatsraten von 12,2% (46/382) nach Ottini et al.*® und 15% (47/312) zufolge de Juan et
al. *. Wahrend sich bei Frauen das kumulative Brustkrebsrisiko bis zum Alter von 80 Jahren
aktuellen Schatzungen zufolge auf 72% fir BRCA1 und 69% fiur BRCA2 Tragerinnen
verglichen mit 13% der weiblichen Gesamtbevdlkerung belauft?, ist insbesondere das Risiko
fur mannliche Trager pathogener Varianten in BRCA2 erhdht. Das geschatzte
Lebenszeitrisiko Brustkrebs zu entwickeln liegt bei Mannern mit Keimbahnveranderungen in
BRCA2 bei 5-12%, verglichen mit 0,1% in der mannlichen Gesamtbevélkerung.'®481550
Pathogene Keimbahnmutationen in BRCA7 hingegen lassen sich wesentlich seltener in
lediglich 0-5% in mannlichen Brustkrebspatienten feststellen und ihre tatsachliche
Bedeutung, inwieweit sie das Brustkrebsrisiko bei Mannern beeinflussen, ist weiterhin
16



umstritten.**4”%"  BRCA7-assoziierte  Brustkrebserkrankungen bei Frauen zeigen
typischerweise eine Tumorsubtypisierung mit einem charakteristischen triple-negativen
Phanotymuster (TNBC), das durch das Fehlen von ER, PR und Her2-Rezeptoren definiert
ist.>2 Im Gegensatz dazu wurde bei Mannern bislang keine phanotypische Korrelation
zwischen pathogenen BRCA1 Varianten und dem Auftreten eines TNBC beobachtet.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass populationsbasierte polygene Risikoscores (PRS),
die jeweils fur Brust- bzw. Prostatakrebs entwickelt wurden, ebenfalls bei mannlichen
Tragern pathogener BRCA1/2-Varianten mit dem entsprechenden Krebsrisiko assoziiert
sind.*>*#° Dariiber hinaus verdeutlichen die Ergebnisse von Graff et al., dass polygenetische
Risikoprofile tiber pleiotrope Effekte ebenso krebsiibergreifende Relevanz haben kénnen.**
PRS kombinieren die Auswirkungen mehrerer haufiger Einzelnukleotid-Polymorphismen
(SNPs), die in genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) mit Brust- bzw. Prostatakrebs in
Verbindung gebracht werden und zielen darauf ab, personalisierte Krebsrisiken zu ermitteln.
Einzelne SNPs sind in diesem Zusammenhang jeweils nur mit einem niedrigen individuellen
Risiko assoziiert. Allerdings kénnen sowohl unginstige als auch unginstige Kombinationen
dieser Varianten auftreten, die das Gesamtrisiko erheblich beeinflussen. Eine unglnstige
Kombination, die beispielsweise im oberen Perzentil (obersten 5%) der Risikoverteilung liegt,
kann das Erkrankungsrisiko deutlich erhdhen. Im Gegensatz dazu kann eine gulnstige
Kombination, die im unteren Perzentil (untersten 5%) liegt, das Risiko signifikant reduzieren.
Anhand von Studien des Consortium of Investigators of Modifiers of BRCA1/2 (CIMBA)
konnte gezeigt werden, dass kombinierte SNP-Effekte das Erkrankungsrisiko bei mannlichen
Tragern pathogener BRCA1/2 Varianten in ahnlicher Weise beeinflussen wie das
beschriebene Modell zur Stratifizierung des Brust- und Eierstockkrebsrisikos bei weiblichen
Variantentragerinnen.®® Barnes et al. wiesen in ihrer auf dem PRS basierenden
Risikoanalyse ein durchschnittliches Lebenszeitrisiko fir mannlichen Brustkrebs von 12% fir
BRCAZ2 Variantentrager nach, das abhangig vom PRS zwischen 8% (5. Perzentil) und 18%
(95. Perzentil) variiert.>®

Zusatzlich weisen zahlreiche Studien darauf hin, dass genomische BRCA-Veranderungen,
vordergriindig pathogene BRCAZ2-Varianten, bei Mannern neben einem erhohten
Brustkrebsrisiko auch insbesondere das Risiko fur Prostatakarzinome, sowie fur maligne
Melanome und Pankreaskarzinome erhéhen.>>%

Von besonderer Bedeutung ist der Nachweis von BRCA-Mutationen im Zusammenhang mit
ihren einhergehenden klinischen Auswirkungen. Insbesondere weibliche
Mutationstragerinnen profitieren der aktuellen Leitlinie BreastVersion 2021.1D der
Kommission Mamma der AGO zufolge ab dem 25. Lebensjahr von einem multimodalen
intensivierten Friherkennungsprogramm. Die aktuelle Leitlinie empfiehlt dartiber hinaus den

therapeutischen Einsatz von Poly-(ADP-ribose) Polymerasen (PARP) Inhibitoren beim
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metastasierten BRCA1/2-assoziierten weiblichen Mammakarzinom. Fur Mannern mit
BRCA1/2 Mutationen hingegen existiert bislang kein spezifisches Friherkennungsprogramm
und die Empfehlungen beruhen in erster Linie auf den Prinzipien der Selbstuntersuchung

und des abwartenden Verhaltens im Rahmen der Brustkrebspravention.

2.5.2. PALB2

PALB?2 ist als “Partner and localizer of BRCA2“ ebenfalls entscheidend an der homologen
Reparatur (HR) von DNA-Doppelstrangbriichen beteiligt. Der Tumorsuppressor dient dabei
hauptsachlich der Vermittlung des Reparatursignals und fungiert als Bindungsmolekil des
BRCA Komplexes mit BRCA1 und BRCA2 und erleichtert die Rekrutierung und
Stabilisierung von RAD51-Proteinen an die DNA.*"*® Wahrend monoallelische Mutationen im
Gen flir PALB2 mit einer erhdhten Pradisposition fiir Brust-, Pankreas und Eierstockkrebs
assoziiert sind, fihren biallelische Mutationen in PALB2, ebenso wie in BRCA1/2 zu einem
Subtyp der Fanconi-Anéamie.*® Neben BRCA1 und BRCA1 gehért auch PALB2 zur Gruppe
der hoch penetranten Risikogene und geht im Falle einer entsprechenden pathogenen
Variante mit einem relevant erhdhten kumulativen Erkrankungsrisiko flir Brustkrebs bei
Frauen einher.?® Trotz der engen funktionellen Verkniipfung zwischen den Proteinen, fiir die
BRCAZ2 und PALB2 kodieren, ist die Erh6hung des Brustkrebsrisikos monoallelischer PALB2
Mutationstragerinnen jedoch geringer als jenes bei Tragerinnen monoallelischer BRCA2
Mutationen. Rahman et al. konnten in ihrer 2007 verdéffentlichen Studie PALB2 erstmalig als
Risikogen in der Brustkrebsentstehung definieren und schatzten, dass PALB2 Mutationen
mit einem etwa zweifach héheren Risiko fiir weiblichen Brustkrebs assoziiert sind.®'
Aktuellere Studien berichten von einem etwa 5-10-fach erhéhten Brustkrebsrisiko bei Frauen
mit zugrundeliegender Keimbahnmutationen in PALB2.°95283% Aych in maénnlichen
Brustkrebskohorten konnten bislang zahlreiche pathogene Genveradnderungen in PALB2
nachgewiesen werden. Die Studienergebnisse bestatigen Uberwiegend Ubereinstimmend,
dass pathogene PALBZ2-Varianten bei beiden Geschlechtern an der Modifizierung des

Brustkrebsrisikos  beteiligt  sind. 99656667

In  welchem  Ausmal allerdings
Mutationspravalenzen und genspezifische Risikoschatzungen bei Mannern und Frauen
ubereinstimmen und inwiefern der Nachweis pathogener Varianten valide in die klinische
Entscheidungsfindung miteinbezogen kann, ist weiterhin diskussionsbedurftig. Den
Studienergebnissen von Rizzolo et al. zufolge stellt PALB2 das am haufigsten mutierten Gen
in mannlichen BRCA1/2-negativen Brustkrebspatienten dar (1,2%) und geht mit einem etwa
9-17-fach erhéhten Mammakarzinomrisiko einher.® Ebenso konnten Pritzlaff et al. in
Multigenanalysen in 0,8% der 621 untersuchten Falle PALB2 Mutationen nachweisen und
zeigen, dass entsprechende Keimbahnvarianten das Risiko fur mannlichen Brustkrebs
signifikant erhdhen (OR: 6,6; p = 0.01).*” Weitere Keimbahnanalysen in 524 Familien mit
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pathogenen PALB2-Mutationen von Yang et al. ergaben ein geschatztes relatives
Brustkrebsrisiko von 7,34 fiir mannliche Mutationstrager (p = 0.026).%° Im Gegensatz zu den
bisher aufgefiihrten signifikanten Assoziationen konnten kleinere Studienkohorten den
Zusammenhang zwischen pathogenen PALB2-Keimbahnmutationen und mannlichem
Brustkrebs teilweise nicht bestatigen. In einer Serie von 102 analysierten mannlichen
Brustkrebsfallen konnten Fostira et al. keine pathogenen PALB2 Varianten nachweisen und
eine Beteiligung anderer Risikogene als BRCAZ2 in der Entstehung von Brustkrebs bei
Mannern in ihrer Studienkohorte widerlegen.** Dariiber hinaus ist weiterhin fraglich, ob
betroffene PALB2-Mutationstragerinnen analog zu der Behandlungsempfehlung des
metastasierten BRCA-assoziierten Mammakarzinoms von einer spezifischen PARP-Inhibitor-

Therapie profitieren kénnten.

2.5.3. CHEK2
Bei der Zellzyklus Checkpoint-Kinase 2 (CHK2) handelt es sich um eine Serin/ Threonin-
Kinase, die durch das CHEK2-Gen kodiert wird und als Reaktion auf DNA-Schaden aktiviert
wird, um die Reparatur an der beschadigten DNA-Stelle zu initiieren.”®”" Durch die Kontrolle
wichtiger Zellzyklusregulatoren wird im Falle einer Beschadigung das Fortschreiten des
Zelllzyklus unterbrochen. CHK2 wird dabei klassischerweise in der Reaktion auf
Doppelstrangbriiche als Effektorkinase in der ATM-CHK-p53-Kaskade dargestellt.””> Die
aktivierte CHK2 flhrt letztlich Uber ihre Fahigkeit der Phosporylierung von p53, Cdc25c,
BRCA1 und BRCA2 und zum Stillstand des Zellzyklus und zur Apoptose.” Der Verlust der
Kinasefunktion und eine entsprechend gestdrte Funktion der Kontrollpunkte kénnen folglich
mit genomischer Instabilitdt einhergehen und eine Tumorgenese beglinstigen.”® Vererbte
Keimbahnmutationen in CHEK2 wurden urspringlich mit dem Li-Fraumeni-Syndrom-Typ-2
assoziiert, einem seltenen Krebspradispositionssyndrom, das in der Regel mit Mutationen in
TP53 verknupft ist. Kurzliche Untersuchungen zeigten jedoch klare Unterschiede zwischen
den klinischen Merkmalen von TP53- und CHEK2-Tragern und konnten diesen initial
beschriebenen Zusammenhang widerlegen. "
Seither wurden pathogene Keimbahnvarainten mit verschiedenen Krebsarten in Verbindung
gebracht werden. So erhdht beispielsweise die weltweit am haufigsten untersuchte
Deletionsmutation im CHEK2 Gen ¢.1100delC, die fur ein verkirztes CHK2 Protein mit
reduzierter Kinaseaktivitat kodiert, das Risiko Brust- und Prostatakrebs zu entwickeln.”
Dennoch lasst die Detektionshaufigkeit und der mit der ¢.1100delC Variante verknupften
Grundereffekt (,founder effect”) Zweifel an der Bedeutung von CHEKZ2-Mutationen als
Risikofaktor aufkommen. In einer Studie des CHEK2 Breast Cancer Consortiums wurde
festgestellt, dass eine entsprechend trunkierende ¢.1100delC Mutation bei Frauen zu einem
2-3-fach erhdhtem Brustkrebsrisiko fuhrt und das Risiko fir mannliche Variantentrager
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verzehnfacht. >7® Vor allem fiir weibliche Mutationstragerinnen ist der Zusammenhang
zwischen pathogenen Keimbahnvarianten in CHEK2 und einem erhdhten Risiko fur
Mammakarzinome mittlerweile weitgehend gesichert und CHEK2 konnte sich als moderat
penetrantes Brustkrebsrisikogen in der genetischen Testung etablieren. CHEK2 ¢.1100delC
Tragerinnen haben ein mehr als doppelt so hohes Risiko, an Brustkrebs zu erkranken,
insbesondere an ER-positiven Tumoren.”” Das Lebenszeitrisiko belduft sich dabei
schatzungsweise auf 20% - 25% und korreliert mit der jeweiligen familiaren Konstellation.”®"®
In Screeninganalysen des DK FBREK auf potenziell flr Brustkrebs pradisponierende
Keimbahnvarianten in 5589 BRCA1/2-negativen weiblichen Mammakarzinom Patientinnen
konnte die hdchste Mutationspravalenz im CHEK2-Gen (2,5%, OR:2,93) nachgewiesen
werden.®? Weitere Untersuchungen konnten vergleichbare Haufigkeiten protein-trunkierender
CHEK2-Varianten in tschechischen Hochrisikofamilien darstellen (2,39%)%. Trotzdem ist
unser Verstandnis darlber, in welchem Ausmafl Keimbahnmutationen in CHEK2 an der
Brustkrebspradisposition beteiligt sind und welche klinischen Konsequenzen daraus
resultieren, weiterhin unvollstdndig. Die niedrige Pravalenz, sowie die inkomplette
Segregation der ¢.1100delC-Mutation wiesen in einer 2004 veroéffentlichen multizentrischen
Studie des DK FBREK auf eine begrenzte Relevanz in deutschen Brustkrebsfamilien hin.®'
Ihren Untersuchungen zufolge handele es sich bei einer Beteiligung von CHEK2-Mutationen
an der Entstehung von erblichem Brustkrebs vermutlich eher um ein polygenes Risikomodell.
Bei mannlichem Brustkrebs hingegen zeigen sich weiterhin widerspruchliche Ergebnisse und
die Beteiligung von CHEK2-Keimbahnvarianten in der Entstehung des Mammakarzinoms
des Mannes scheint noch unklarer als bei dem weitaus besser untersuchten weiblichen
Pendant. Infolge der ersten bereits erwahnten auffalligen Untersuchungsergebnisse, nach
derer die Autoren des CHEK2-Consortiums 2002 fir mannliche CHEK2-c.1100delC
Mutationstrager ein zehnfach erhohtes Brustkrebsrisiko ermittelten’®, konnten nachfolgende
Studien diesen starken Zusammenhang nicht vollstdndig bestatigen. Zusammenfassend
deuteten die Ergebnisse darauf hin, dass das Risiko fur mannlichen Brustkrebs bei Tragern
dieser Variante wahrscheinlich deutlich geringer ist.82#38 Pritzlaff et al. konnten pathogene
CHEK2 Varianten in 4,1% der Falle nachweisen und schlossen aus ihren 2016
veroffentlichten Multigenpanel-Untersuchungen auf ein 3,8-fach erhdhtes Risiko flr
mannlichen  Brustkrebs bei  zugrundeliegender = CHEKZ2-Keimbahnmutation.  Die
entsprechenden Konfidenzintervalle reichten dabei von 2,1 bis 6,8 und verdeutlichten die
Rolle von CHEK2 als moderates Risikogen fiir méannlichen Brustkrebs.*” Demgegeniiber
lieferte die Auswertung einer multizentrischen italienischen Genpanel-Studie nach Rizollo et
al. (2019) kontrare Untersuchungsergebnisse, nach denen CHEK2 und insbesondere die
CHEK?2 c.1100delC-Variante bei der genetischen Pradisposition fir mannlichen Brustkrebs

in der untersuchten Population nicht relevant sind.®® Pathogene CHEK2-Varianten wurden in
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dieser Kohorte lediglich in 0,4% (2/503) der mannlichen Brustkrebsfalle nachgewiesen und
lagen damit deutlich unter der bisher ermittelten Detektionshaufigkeit zwischen 1-9% anderer
untersuchter Reihen méannlicher Brustkrebspatienten.**#7#28385 Eine kiirzlich durchgefiihrte
Metaanalyse konnte letztlich zeigen, dass die pathogene Keimbahnveranderung in CHEK?2
c.1100delC tatsachlich das Brustkrebsrisiko bei Mannern signifikant erhdhen, jedoch in

geringerem MaRe als urspriinglich angenommen (OR = 3,13, 95% CI 1,94-5,07).%

2.5.4. ATM

Das ATM Gen (Ataxia teleangiectasia mutated) befindet sich auf Chromosom 11 an
Genlokus g22.3 und kodiert fir die gleichnamige Proteinkinase, welche mafRgeblich in
Prozesse der DNA-Reparatur und Zellzyklus-Kontrolle eingebunden ist. ATM gehort zur
Familie der Phosphatidylinositol-3-Kinase- verwandten Kinasen (PIKK) und ist der primare
Vermittler von DSB-induzierten HR-verknlipften Signaliibertragungen.®” Die Serin-Threonin-
Kinase phosphorylisiert und fungiert entlang ihrer Kaskadenposition als Regulator fur eine
Vielzahl nachgeschalteter Proteine, darunter beispielsweise auch die
Tumorsuppressorproteine p53 und BRCA1, sowie die Checkpoint-Kinase CHK2.88%°
Klassischerweise werden biallelische ATM Mutationen mit der autosomal-rezessiv vererbten
Erkrankung Ataxia teleangiectasia (AT), auch bekannt als Louis-Bar-Syndrom in Verbindung

gebracht.*®

Die Erkrankung ist namensgebend durch eine chronisch fortschreitende
zerebelldre Ataxie und Teleangiektasien der Bindehdute charakterisiert und zeichnet sich
weiterhin durch Immundefizienz, gesteigerte Strahlenempfindlichkeit und ein erhéhtes Risiko
fiir maligne Tumore aus.®!

Heterozygote Anlagetrager einer ATM-Mutation hingegen prasentieren sich phanotypisch
unaufféllig, werden allerdings mit einem erhdhten Risiko fur verschiedene
Tumorerkrankungen, insbesondere Brustkrebs assoziiert.”? Das geschatzte Risiko ein
Mammakarzinom zu entwickeln erhdht sich bei Frauen mit entsprechend zugrundeliegender
ATM-Keimbahnmutation um den Faktor 2-3 verglichen mit Frauen ohne pathogene ATM
Varianten und entspricht einem angenommenen Lebenszeitrisiko von in etwa 25-30%°9293:94
Genauere Untersuchungen des Mutationsspektrums stellten dabei eine haufige, als
c.7271T>G bekannte, pathogene Variante heraus, die mit einem deutlich héheren weiblichen
Brustkrebsrisiko verbunden ist als andere pathogene ATM-Mutationen. %%

Dartber hinaus pradisponieren pathogene ATM-Genmutationen mit einem moderat erhéhten
Risiko fiir weitere Krebsentititen wie Pankreas- Magen- und Prostatakrebs.>®” Ebenso
konnte einer kirzlich verdffentlichen Studie zufolge flir mannliche Anlagetrager ein ca. 1,72-
fach (95% CI: 1,08-2,75) erhdhtes Risiko ermittelt werden, an einem Mammakarzinom zu
erkranken.?®*% Dennoch ist die Datenlage beziglich der Beteiligung pathogener ATM-
Mutationen bei mannlichen Tragern und ihre spezifische Pradisposition gegeniber
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Brustkrebs &ulerst begrenzt und weiterhin umstritten. Pritzlaff et al. konnten bei
umfassenden Genpanelanalysen unter 421 europaischen mannlichen Brustkrebspatienten
keine signifikante Assoziation von genetischen Veranderungen in ATM und dem Auftreten
von Brustkrebs bei Mannern feststellen.*” Analog dazu identifizierten Rizollo et al. in lediglich
0,6% (3/503) der untersuchten BRCA1/2-negativen mannlichen Brustkrebsfalle pathogene
ATM-Mutationen. lhre Studienergebnisse ergaben ebenfalls keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen pathogenen ATM-Varianten und erhéhtem Brustkrebsrisiko unter
Mannern.®® Bislang fehlt es auch hier weiterhin an ausreichender Evidenz, inwiefern der
Zusammenhang zwischen ATM-Genmutationen und der Wirksamkeit therapeutischer

Strategien wie der Einsatz von PARP Inhibitoren gesichert werden kann. %%

2.6 Grundlagen der Karzinogenese und Zellzykluskontrolle
Die Karzinogenese beschreibt die Entstehung maligner Tumoren durch die Entartung und
Umwandlung normaler Koérperzellen in Tumorzellen. Beruhend auf Funktionsverlusten von
Genen, deren Genprodukte wichtige Steuerungsfunktionen im Zellwachstum und in der
Zelldifferenzierung und damit der Aufrechterhaltung der strukturellen Integritat ibernehmen,
lassen sich die beiden wichtigsten Gengruppen Protoonkogene und Tumorsuppressorgene
unterscheiden. Protoonkogene codieren fir eine Reihe verschiedener Proteine, die wahrend
Phasen des physiologischen, regenerativen und adaptiven Wachstums exprimiert werden
und positiv regulierend auf die Proliferation und Differenzierung von Tumorzellen wirken.
Diese Proteingruppe fasst beispielsweise Wachstumsfaktoren, Signaltransduktoren,
Proteinkinasen und Transkriptionsfaktoren zusammen. Mutationen in Protoonkogenen
bewirken Uber ihre Aktivierung zu Onkogenen eine dysregulierte, gesteigerte Proliferation
(Gain-of-Function-Mutation).%® Wahrend eine einzige Mutation ausreicht, um ein Onkogen zu
aktivieren, erfordert die Inaktivierung von  Tumorsuppressorgenen genetische
Veranderungen in beiden Allelen. Bei hereditaren Formen stammt ein mutiertes rezessives
Allel bereits aus der elterlichen Vererbung Uber die Keimbahn. Entsprechend der Two-Hit-
Modell-Hypothese nach Knudson flihrt schlieRlich erst eine Inaktivierung des verbleibenden
Allels durch eine somatische Mutation zum vollstandigen Verlust der Genfunktion (Loss-of-
Heterozygosity, LOH) und zur Aufhebung der proliferationshemmenden Wirkung von

Tumorsuppressoren. %101

Tumorsuppressoren unterdricken in ihrer physiologischen
Funktion ein ungehemmtes Zellwachstum, indem sie als Kontrollpunkte im Zellzyklus, beim
Ubergang zur Apoptose oder bei der DNA-Reparatur wirken."®' Der Zellzyklus stellt ein
vereinfachtes Modell zur Beschreibung der periodischen Abfolge der einzelnen Phasen

zwischen zwei Zellteilungen dar.'%2

Im Wesentlichen lassen sich die M-Phase (Mitosephase), S-Phase (Synthesephase) und die

beiden Zwischenphasen G1 und G2 unterscheiden. Uber ein komplexes Netzwerk
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regulatorischer Elemente erfolgt zeitlich voneinander getrennt die genaue Vervielfaltigung
der DNA wahrend der S-Phase und die anschlieBende Segregation der replizierten DNA
wahrend der Mitosephase. Die physiologische Abfolge der Zellzyklusphasen durch
Phosphorylierung von Proteinen wird durch sogenannte zyklinabhangige Kinasen (CDK)
gesteuert. An speziell eingelagerten Zellzyklus-Kontrollpunkten, den sogenannten
Checkpoints, werden Phasenibergange reguliert, um die Integritat des Erbgutes zu schiitzen
und eine ungehemmte Zellentartung zu verhindern.'®® Das p53-Protein beispielsweise
verhindert als ,Wachter des Erbguts®, dass Zellen mit Erbgutschadigungen in die S-Phase
des Zellzyklus eintreten und reguliert im Falle eines irreparablen Defekts die Einleitung der
Apoptose.'™ Mutationsereignisse einzelner Zellen sind haufig und werden in der Regel
zuverlassig von korpereigenen DNA-Reparaturmechanismen erkannt und behoben oder
gehen alternativ in den programmierten Zelltod Uber. In seltenen Fallen greifen diese
reaktiven Mechanismen jedoch nicht und die DNA der betroffenen Zelle wird dauerhaft
verandert. Insgesamt folgt der Prozess der Karzinogenese grob einer Mehrschritthypothese,
nach der sich die Phasen der Initiation, Promotion und Progression unterschieden lassen.
Infolge einer initialen irreparablen Genomschadigung kommt es im Rahmen der Promotion
zur Weitergabe des Defekts und zur klonalen Vermehrung der veranderten pramalignen
Zelle. Weitere Mutationen und Funktionsstérungen von Reparaturgenen,
Tumorsuppressorgenen und Apoptose regulierenden Genen férdern das Zellwachstum und
fihren letztlich zur malignen Transformation.'® Wahrend der Phase der Progression beginnt
die unkontrollierte Proliferation der neoplastischen Zellreihe, die Zellen entdifferenzieren sich
zunehmend und bilden einen Primartumor. SchlieBlich entstehen als Ergebnis einer weiteren
Akkumulation von genetischen Veranderungen in den Zellen neue Klone mit bosartiger

Invasions- und Metastasierungsfahigkeit.®

2.6.1. Doppelstrangbriiche und DNA-Reparaturmechanismen

Unter Doppelstrangbriichen (DSB) versteht man im Allgemeinen die Durchtrennung der
beiden Nukleotidstrange der DNA. Sie gehdren zu den wohl auswirkungsreichsten Formen
von DNA-Schéadigungen. Atiologisch lassen sich DSB in der DNA (ber unterschiedliche
Wege erklaren. Sie entstehen bespielweise durch die Exposition gegeniber exogenen
Einflissen wie ionisierender Strahlung oder bestimmten chemischen Mutagenen sowie durch
endogene Prozesse wahrend der DNA-Replikation.'”” Abgesehen von diesen nicht
intendierten Prozessen, werden DSB wahrend der ersten meiotischen Teilung in Keimzellen
absichtlich herbeigefihrt, um eine korrekte Chromosomentrennung zu bewirken. Infolge der
gezielten und streng regulierten Initiierung von DSB, setzt der Mechanismus der homologen

Rekombination den damit verbundenen Austausch von DNA-Abschnitten zwischen den
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Homologen fort und flhrt zur Bildung von Gameten mit Allelkombinationen, die sich vom
Aufbau der elterlichen Keimbahn unterscheiden.'®®

Werden unbeabsichtigt herbeigeflihrte Doppelstrangbriiche nicht repariert, wird eine Form
des programmierten Zelltods eingeleitet und die Zellen werden apoptotisch, wahrend eine
fehlerhafte Behebung der entsprechenden DNA-Schadigung folglich zu genomischer
Instabilitét beitragt und die Zellentartung fordert.'® Um die Stabilitait des Genoms zu
schitzen und DSB zu beheben, stehen vordergrindig zwei Reparaturmechanismen zur
Verfuigung. Einerseits handelt es sich um die nicht-homologe Endverbindung (NHEJ), die
wahrend des gesamten Zellzyklus aktiv ist, andererseits wird das Prinzip der homologen
Reparatur (HR) genutzt, das auf die Zellzyklusphasen S und G2 beschrankt ist und das
Vorhandensein eines Schwesterchromatids als Vorlage voraussetzt.''

Bei der NHEJ erfolgt die Reparatur der DNA-Lasion durch die direkte Verknupfung von zwei
DNA-Fragmenten. Nach der Erkennung der durchtrennten und somit freien DNA-Endstuicke
durch das Ku70/Ku80 Heterodimer wird der NHEJ-Komplex aufgebaut und an der
Bruchstelle stabilisiert. Letztlich erfolgt die Ligation der Endstucke, indem die an den
Komplex gebundene DNA-Ligase die Fragmente zusammenfiigt.”” Da diese Form der
Reparatur keine fehlerfreie Matrize erfordert, ist eine Behebung des DSB zwar an jedem
beliebigen Punkt des Zellzyklus mdglich, sie gilt jedoch insbesondere als fehleranfallig.

Bei der homologen Rekombination hingegen wird der Defekt anhand des komplementaren
Strangs im Schwesterchromatid behoben und zeichnet sich durch den fehlerfreien
Austausch von homologen Nukleotidsequenzen aus. """ Bei der Reparatur wird zunéchst bei
beiden Strangen ein 3‘-Uberhang generiert und der defekte und der als Matrize dienende
DNA-Abschnitt lagern sich Uber einen sequenzahnlichen Bereich aneinander. Es folgt im
nachsten entscheidenden Schritt die Invasion von 3’-einzelstrangiger DNA in das homologe
DNA-Molekil und damit die homologe Bindung eines Strangabschnitts an den
auseinandergewichenen Vorlagenstrang mittels des RAD51-Proteins.''?'"*"* SchlieRlich
wird der 3“-Uberhang durch die Bindung von DNA-Polymerasen entsprechend der
Vorlagesequenz verlangert.""* In den komplexen mehrstufigen Prozess der HR-Reparatur
(HRR) sind neben den umfassend untersuchten Hauptvertretern BRCA1 und BRCA2 eine
Vielzahl weiterer proteinarer Vermittler eingebunden, die sich grob in Sensoren von DNA-
Schadigungen und Effektoren des Pathways einteilen lassen.'"® Zunachst werden DSB vom
MRE11-RADS50-NBN (MRN)-Komplex erkannt, der neben seiner sensorischen Funktion die
beiden regulatorischen und oft gemeinschaftlich agierenden Phosphatidylinositol-3-kinase-
like Kinasen (PIKK) ATR und ATM aktiviert. Die Aktivierung von ATM flhrt entlang der
Kaskade zur Phosphorylierung einer Reihe nachgeschalteter Substrate einschlief3lich
BRCA1, CHK2 und p53, die unter anderem das Anhalten des Zellzyklus und weitere

nachfolgende Prozesse vermitteln.®8®" Proteine der Rad51-Familie ibernehmen schlieBlich
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' Von

bei der HRR die zentrale Steuerungsaufgabe der interagierenden Proteine."
besonderer Bedeutung ist dabei exemplarisch die Bindung des Tumorsuppressors BRCA2
an RAD51. Unter anderem vermittelt BRCA2 den geregelten Einbau von RAD51 und dessen
korrekte Steuerung und verhindert, dass DSB Uber andere fehlerbehaftete
Reparaturmechanismen korrigiert werden."*'"® Dariiber hinaus ist das Zusammenspiel
weiterer Akteure, darunter der BRCA1-PALB2-BRCA2-Komplex, daran beteiligt, RAD51 auf
den entsprechenden DNA-Einzelstrang zu laden und zu stabilisieren, um die

Reparatursynthese einzuleiten.®®'"’

2.6.2. Fehlerhafte homologe Rekombinationsreparatur und klinische
Konsequenzen

Ist der Signalweg der homologen Rekombination gestort, kdnnen erzeugte DSB nicht mehr
zuverlassig korrigiert werden und es kommt zu einer Anhdufung von DNA-Schaden und
vermehrter genomischer Instabilitdt. Umfassende Krebskohorten belegen, dass eine HR-
Fehlfunktion am haufigsten bei Brust- und Eierstockkrebs, gefolgt von Pankreas- und
Prostatakrebs auftritt und hauptursachlich auf die LOH basierte biallelische Inaktivierung der
HRR-relevanten Gene BRCA1, BRCA2, RAD51C oder PALB?2 zuriickzufiihren ist."'®'"° Das
Verstandnis der an der HR beteiligten biologischen Prozesse legt nahe, dass eine gestorte
HR-Reparatur eine der grundlegenden Ursachen fir genomische Instabilitdt und die damit
einhergehende Tumorentstehung bei Patienten ist."?® Bislang stellt der BRCA1/2 Keimbahn-
Mutationsstatus in der Klinik des Mammakarzinoms den wichtigsten genetischen Biomarker
fur eine fehlerhafte Funktion der homologen Rekombination dar.'*® Dieser gilt unter anderem
auch als Indikator fur die Empfindlichkeit gegenlber gezielten Therapien mit Poly-ADP-
Ribose-Polymerase (PARP) Inhibitoren und bildet damit die Grundlage eines neuen
Behandlungsansatzes.'?"'?? Poly(ADP-ribose)-Polymerasen (PARPs) fassen eine Gruppe
von Enzymen zusammen, die als Reaktion auf einzelstrangige DNA-Briiche eine
Schiisselrolle bei der Basenexzisionsreparatur (BER) einnehmen.'?? Bei BRCA-mutierten
Krebszellen mit abnormaler HR-Funktion ist der verbleibende Mechanismus der BER fur das
Uberleben der Zelle von besonderer Bedeutung. Durch die gezielte Blockierung der
Reparaturaktivitat durch PARP-Inhibitoren, kommt es entlang des Prinzips der synthetischen
Letalitdt zu einem kompletten Versagen der DNA-Reparatur und raschem programmierten
Absterben der betroffenen HR-defizienten Zelle. 2324

Weitere Untersuchungen deuten darauf hin, dass ebenso die Dysfunktionalitdt bestimmter in
den Signalweg der HR involvierten nicht-BRCA Genen, die Empfindlichkeit gegenuber der
PARP-Inhibition modifiziert.'?' Bislang konnte sich der Kklinische Einsatz von PARP-
Inhibitoren wie beispielsweise Olaparib als bedeutende therapeutische Option bei

Patientinnen mit zugrundeliegenden BRCA1/2 Mutationen im Rahmen der Behandlung des
25



Ovarialkarzinoms etablieren. Darlber hinaus erwiesen sich PARP-Inhibitoren ebenso als
wirksame Behandlungsoption bei Patientinnen mit einem HER2-negativen, sowie lokal
fortgeschrittenen oder metastasierten Mammakarzinom bei genetisch gesicherter BRCA1/2-

Keimbahnmutation.'?®

Die Zulassung und der Einsatz von PARP-Inhibitoren werden
zunehmend auf andere genetische Konstellationen ausgeweitet, wobei die Anwendung von
Olaparib bei Patientinnen mit nachgewiesener PALB2 Keimbahnmutation den Empfehlungen
der AGO BreastVersion 2021.1D zufolge weiterhin als umstritten gilt. Ferner mangelt es
nach wie vor an belastbaren Daten fiir die Ubertragung therapeutischer Strategien auf das

Behandlungsmodell beim mannlichen Mammakarzinom.

2.7 Multigen-Panel Testungen bei mannlichen Brustkrebspatienten

Die Einfihrung von Next-Generation-Sequenzierungen (Next Generation Sequencing, NGS)
ermdglicht in Hochdurchsatzverfahren die parallele Sequenzierung mehrerer Gene
gleichzeitig und revolutioniert seither die molekulargenetische Diagnostik. Das kosten- und
zeitsparende Untersuchungsverfahren hat sich langst in der klinischen Abklarung eines sich
zunehmend ausdehnenden Spektrums genetisch bedingter Erkrankungen etablieren kénnen.
Uber Multi-Genpanel lassen sich alle bekannten Gene, die mit einem bestimmten
Erkrankungssyndrom assoziiert sind, zusammenfassen und simultan untersuchen. So
werden beispielsweise in der molekulargenetischen Diagnostik des Lynch Syndroms als
Form des hereditiaren nicht polyposen Kolonkarzinoms (HNPCC), gezielte
Mutationsanalysen der Mismatch-Reparatur (MMR) Gene MSH2, MLH1, PMS2 und MSH6
durchgefihrt.'?

Im Gegensatz zu der bisher als Goldstandard in der Routinediagnostik von Erbkrankheiten
eingesetzten Einzelsequenzierungsmethode nach Sanger lassen sich durch die gleichzeitige
Festlegung mehrerer klinisch relevanter Gene die Chancen fir die Identifizierung zugrunde
liegender genetischer Veranderungen erhohen. Im Falle des erblichen Brust- und
Eierstockkrebses bei Frauen beispielsweise haben Multigenpaneltestungen (MGPT) die
reinen Einzeltestungen auf Genveranderungen in den beiden Hochrisikogenen BRCA1/2
weitestgehend ersetzt.'” GemaR nationaler krebsspezifischen Empfehlungen variiert der
Umfang der Genpanel jedoch stark. Derzeit sind eine Vielzahl unterschiedlicher
Multigenpanel erhaltlich, die zwischen 10 und 100 bekannte, sowie potenziell in Frage
kommende Kandidatengene abdecken und zu Diagnostik- oder Forschungszwecken getestet
werden.'?

Nach Empfehlungen des DK FBREK wurde das TruRisk® Panel fir die Multigenanalyse
festgelegt.?® Das primare Ziel des DK FBREK ist es, die klinische Versorgung von

Patientinnen mit familiarem Brust- und Eierstockkrebs in Deutschland durch den Verbund
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spezialisierter universitarer Zentren zu verbessern. Aus der angepassten Einschatzung des
individuellen Risikos sollen perspektivisch klinische Empfehlungen fir die Beratung und
Versorgung der Ratsuchenden in den Zentren des DK FBREK abgeleitet werden.'® Das
eingesetzte dynamische Genpanel umfasst insgesamt 34 verschiedene Gene und schlief3t
alle bekannten Risikogene fir den erblichen Brustkrebs, Eierstockkrebs und
Gebarmutterschleimhautkrebs ein. Neben den zehn etablierten Kerngenen (,core genes®)'®
ATM, BRCA1, BRCA2, CDH1, CHEK2, NBN, PALB2, RAD51C, RAD51D und TP53 wurde
das TruRisk® Genpanel aktualisiert und um die Gene BARD1 und BRIP1 erweitert. '3".132
Daruber hinaus werden zusatzlich Gene berlcksichtigt, deren Assoziationen mit erblichem
Brustkrebs derzeit zwar vermutet werden, die aber noch nicht ausreichend validiert wurden
und dementsprechend weiter erforscht werden missen. Dazu zahlen beispielsweise auch
die Syndrom-assoziierten Lynch Gene, sowie die dem Cowden Syndrom beziehungsweise
Peutz-Jeghers Syndrom zugeordneten Gene PTEN und STK71. Das TruRisk® Genpanel
wird regelmalig dem aktuellen Forschungsstand angepasst und ist einem standigen
Validierungsprozess unterlegen. Wahrend sich also Genpanel-Analysen im Rahmen des
erblichen Mammakarzinoms der Frau etablieren konnten und ebenso die Entdeckung neuer
Risikogene sowie deren Validierung und Translation in die Klinik einem weitgehend
strukturierten Schema folgen, ist die Rolle von MGPT in der genetischen Beratung von
mannlichen Brustkrebspatienten weiterhin umstritten. Es fehlt aufgrund der relativen Raritat
der Erkrankung bislang an entsprechender Evidenz und verlasslichen Daten, um ein
spezifisches Genpanel fir diese Patientengruppe festzulegen und auch die klinischen
Auswirkungen von Genpaneltestungen bei an Brustkrebs erkrankten Mannern sind bislang
unklar. Fur die umfassenden Genpanelanalysen von Rizollo et al. wurde beispielsweise ein
individuell angepasstes Panel mit 50 krebsassoziierten Genen entwickelt und bei insgesamt
503 BRCA1/2-negativen mannlichen Brustkrebspatienten eingesetzt. Die getroffene
Genauswahl orientierte sich dabei primar an bekannten und vorgeschlagenen Genen fur
Brust- und Eierstockkrebs mit hoher und mittlerer Anféalligkeit. Dartber hinaus wurden Gene
einbezogen, die Uber genomweite Assoziationsstudien (GWAS) mit einem erhdhten
Brustkrebsrisiko in Verbindung gebracht werden sowie Gene, die mit Krebsarten assoziiert
werden, die gehauft in Familien mit mannlichen Mammakarzinomen beobachtet werden, wie
das Prostata- und Pankreaskarzinom.®® Dabei verteilten sich die identifizierten pathogenen
Keimbahnvarianten auf 16 der 50 untersuchten Gene. In einer anderen grof’en Studie
wurden retrospektiv. MGPT-Ergebnisse analysiert und die genetische Pradisposition des
mannlichen Mammakarzinoms anhand von 512 Brustkrebspatienten bewertet, die auf
Keimbahnvarianten in 16 verschiedenen Kandidatengenen untersucht wurden.*’” Bei
Keimbahnuntersuchungen in 102 mannlichen Brustkrebspatienten in einer Studie von Fostira

et al. hingegen, umfasste das verwendete Genpanel die Analyse von insgesamt 94
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unterschiedlichen vermutlich fur Krebs pradisponierenden Genen. Pathogene Mutationen
wurden in diesen Untersuchungen bei 13 der getesteten Patienten identifiziert, aufgeteilt in
sechs verschieden Pradispositionsgene.** Dasselbe 94 Gene umfassende Multigenpanel
wurde auch auf eine italienischen Patientenkohorte von 70 mannlichen Brustkrebspatienten
angewandt, wobei pathogenen Varianten in 8 der 94 untersuchten Gene nachgewiesen
werden konnten.®’

Ahnlich dem weiblichen Vorbild zeigen sich neben einschlagigen Vorteilen und
Entwicklungsmdglichkeiten zunehmend auch Schwierigkeiten, die mit der rasch
voranschreitenden Uberfiihrung von Kandidatengenen aus der Forschung in die klinische
Diagnostik einhergehen. Mit dem stetig wachsendem Umfang des sequenzierten Genoms
steigt auch die Rate der Varianten mit unklarer Signifikanz (VUS)."**"3* Weitere
Herausforderungen stellen neben dem fraglichen Umgang mit VUS in der Klinik auch
Mutationen mit geringer oder unvollstandiger Penetranz, sowie finanzielle Auswirkungen auf
das Gesundheitssystem und mogliche psychosoziale Belastung der betreffenden Person und
ihres familiaren Umfeldes dar.”™* Insbesondere der klinische Nutzen und damit die Fahigkeit
den einzelnen Patienten beziehungsweise die getestete Person in ihrer jeweiligen
Entscheidungsfindung zu beeinflussen und mégliche resultierende klinische Konsequenzen
sollten in der Auseinandersetzung mit einem erweiterten Einsatz von MGPT bedacht

werden. 135136

2.8 Deutsches Konsortium Familiarer Brust- und Eierstockkrebs
Das Deutsche Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs (DK FBREK) ist ein
deutschlandweiter Zusammenschluss von derzeit 23 universitaren Zentren, die das
gemeinsame Ziel verfolgen, die Versorgung und Betreuung von Ratsuchenden bzw.
Patientinnen mit einer familidren Belastung fir Brust- und Eierstockkrebs bundesweit zu
optimieren. Besteht der Verdacht auf eine erbliche Veranlagung sollte die Méglichkeit einer
genetischen Untersuchung eroértert werden. In diesem Zusammenhang hat das DK FBREK
in Kooperation mit der Deutschen Krebsgesellschaft (DKG) evidenzbasierte Kriterien zur
Erfassung der erblichen Belastung fur Brust- und Eierstockkrebs festgelegt, die laufend
validiert und dem aktuellen Forschungsstand angepasst werden

(https://www.krebsgesellschaft.de/zertdokumente.html). Die Kriterien umfassen

Verwandtschaftskonstellationen ersten bis dritten Grades und sind fur die Identifizierung
einer mindestens 10%igen Mutationsnachweiswahrscheinlichkeit an tber 21.000 Familien
validiert."™ Werden die Einschlusskriterien fiir eine familidre Risikosituation erflllt, besteht
die Indikation fur eine molekulargenetische Testung, die die Ratsuchenden nach arztlicher
Aufklarung auf eigenen Wunsch in Anspruch nehmen kénnen. Die Kosten werden hierfur

nach §140a SGBV von vielen Krankenkassen Ubernommen und es bestehen spezielle
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Vertrage mit den jeweiligen gesetzlichen Krankenkassen sowie dem Verband der privaten
Krankenversicherer zur pauschalisierten Vergitung. Mit dem TruRisk® Genpanel bietet das
Konsortium eine umfassende genetische Diagnostik nach aktuellem wissenschaftlichem
Stand an. Dabei werden nur jene Gene untersucht, die hinsichtlich ihrer klinischen Validitat
ausreichend gepruft wurden. Dennoch ist der alleinige Nachweis, dass eine genetische
Veranderung mit einem erhohten Erkrankungsrisiko einhergeht, nicht ausreichend, um
daraus evidenzbasierte klinische PraventionsmalRnahmen abzuleiten (z.B. intensivierte
Friherkennung  oder risikoreduzierende  prophylaktische = Operationen).'®  Die
Konsensusempfehlungen des Konsortiums betonen, dass fur die Rechtfertigung solcher
MaRnahmen ein klinischer Nutzen nachgewiesen werden muss, der insbesondere
hinsichtlich der Auswirkungen auf Sterblichkeit, Krankheitslast und Lebensqualitédt einen
Vorteil zeigt. Gegenwartig besteht im Zusammenhang mit erblichen Brust- und
Eierstockkrebs eine derartige Evidenz lediglich fur die BRCA1/2-Gene. Fur samtliche weitere
Gene, sowie fur das mannliche Mammakarzinom lieRen sich bislang risikoadaptierte
PraventionsmalRnahmen nicht ausreichend in ihrer Wirksamkeit belegen. Um die
Implementierung genetischer Untersuchungen in die klinische Versorgung zu
standardisieren, hat das Konsortium ein Konzept der wissensgenerierenden Versorgung im
Bereich der risikoadaptierten Pravention entwickelt.'® Das Konzept beschreibt, dass
Praventionsangebote und klinische MaRnahmen auf Grundlage der verfligbaren Evidenz
festgelegt und kontinuierlich evaluiert werden. Das Ubergeordnete Ziel besteht darin,
Innovationen auf dem Gebiet der genomischen Medizin zeitnah betroffenen Patientinnen und
Ratsuchenden zugéanglich zu machen. Der Versorgungsstandard in den Zentren des
Konsortiums umfasst dabei die kontinuierliche Uberpriifung und Festlegung von
Einschlusskriterien, die Identifizierung neuer Gene, den Umgang mit VUS, die Bewertung
risikomindernder Optionen, sowie eine verstarkte Uberwachung und Risikokommunikation.'®
Unterstitzt durch das Bundesministerium fur Bildung und Forschung, wurde zu diesem
Zweck durch das DK FBREK das bundesweite Register ,HerediCaRe" (Hereditary Cancer
Register) eingerichtet. Das Register gilt neben den gesetzlich vorgeschriebenen
Krebsregistern als erstes dieser Art, welches durch die Krankenkassen finanziert wird und
dient der sektorenubergreifenden netzwerkbasierten Erfassung von versorgungsrelevanten
Langzeitdaten von Patienten mit Verdacht auf erblichen Brust- und Eierstockkrebs. Die
Ergebnisse sollen schlieRlich zur Evaluation des klinischen Nutzens von risikoadjustierten

Praventionskonzepten auf der Basis der Genpanel-Diagnostik herangezogen werden.'?
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2.9 Ziele der Arbeit

Nach wie vor stellt das mannliche Mammakarzinom aufgrund seiner relativen Seltenheit und
bislang rudimentaren geschlechtsspezifischen Erforschung eine gro3e Herausforderung in
der klinischen Bewaltigung dar und erfordert ein hohes Mal} an Interdisziplinaritat. Neben
umweltassoziierten Risikofaktoren pradisponieren insbesondere genetische Faktoren wie die
familiare Vorbelastung in Form von Keimbahnmutationen in den bekannten Hochrisikogenen
BRCA1/2 fur die Entstehung von Brustkrebs bei Mannern. Dariber hinaus ist die
gegenwartige Rolle und klinische Bedeutung weiterer pathogener Genvarianten mit
niedrigem beziehungsweise moderatem bis hohem Erkrankungsrisiko fir mannlichen
Brustkrebs bislang unzureichend diskutiert.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation erfolgte eine umfangreiche molekulargenetische
Analyse von genomischen Veranderungen in den beiden Hochrisikogenen BRCA1/2 sowie
23 weiteren ausgewahlten nicht-BRCA-Kandidatengenen, die potenziell an der Pathogenese
des mannlichen Mammakarzinoms beteiligt sind. Um den Einfluss genetischer Faktoren auf
die Entstehung von Brustkrebs bei Mannern zu untersuchen, wurde eine groRe deutsche
multizentrische Kohorte an Brustkrebspatienten des DK-FBREK zusammengestellt. Uber die
Identifizierung zugrundeliegender pathogener Varianten sollen Erkenntnisse erlangt werden,
die eine geschlechtsspezifische Annaherung des fir den mannlichen Brustkrebs
pradisponierenden  Keimbahnmutationsspektrums und der damit verbundenen
Risikoabschatzung liefern. Ebenso sollen die Forschungsergebnisse perspektivisch dazu
verwendet werden, die Kklinische Versorgung von Mannern mit einem erhohten

Mammakarzinomrisiko zu verbessern.

3. Publikation

Im Folgenden wird die aus den Untersuchungsergebnissen hervorgegangene Publikation mit
dem Titel ,Prevalence of cancer predisposition germline variants in male breast cancer
patients: Results of the German Consortium for hereditary breast and ovarian cancer’

prasentiert.
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Simple Summary: Male breast cancer (mBC) is a rare disease associated with a high prevalence

of pathogenic germline variants (PVs) in the BRCA2 gene. However, data regarding other breast

cancer (BC) predisposition genes are limited or conflicting. We investigated the prevalence of PVs in
BRCA1/2 and 23 other cancer predisposition genes using an overall study sample of 614 patients with
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mBC. A high proportion of patients with mBC carried pathogenic germline variants in BRCA2 (23.0%,
142/614) and BRCA1 (4.6%, 28/614). A BRCA1/2 PV prevalence of 11.0% was identified in patients
with mBC without a family history of breast and/or ovarian cancer. Patients with BRCA1/2 PVs
did not show an earlier disease onset than those without. Case-control analyses revealed significant
associations of protein-truncating variants in BRCA1, BRCA2, CHEK2, PALB2, and ATM with mBC.
Our findings support the benefit of multi-gene panel testing in patients with mBC.

Abstract: Male breast cancer (mBC) is associated with a high prevalence of pathogenic variants
(PVs) in the BRCA2 gene; however, data regarding other BC predisposition genes are limited. In
this retrospective multicenter study, we investigated the prevalence of PVs in BRCA1/2 and 23 non-
BRCA1/2 genes using a sample of 614 patients with mBC, recruited through the centers of the German
Consortium for Hereditary Breast and Ovarian Cancer. A high proportion of patients with mBC
carried PVs in BRCA2 (23.0%, 142/614) and BRCA1 (4.6%, 28/614). The prevalence of BRCA1/2 PVs
was 11.0% in patients with mBC without a family history of breast and/or ovarian cancer. Patients
with BRCA1/2 PVs did not show an earlier disease onset than those without. The predominant
clinical presentation of tumor phenotypes was estrogen receptor (ER)-positive, progesterone receptor
(PR)-positive, and HER2-negative (77.7%); further, 10.2% of the tumors were triple-positive, and
1.2% were triple-negative. No association was found between ER/PR/HER?2 status and BRCA1/2 PV
occurrence. Comparing the prevalence of protein-truncating variants (PTVs) between patients with
mBC and control data (ExAC, n = 27,173) revealed significant associations of PTVs in both BRCA1
and BRCA2 with mBC (BRCA1: OR = 17.04, 95% CI = 10.54-26.82, p < 10~%; BRCA2: OR =77.71,
95% CI = 58.71-102.33, p < 1075). A case-control investigation of 23 non-BRCA1/2 genes in 340
BRCA1/2-negative patients and ExAC controls revealed significant associations of PTVs in CHEK2,
PALB2, and ATM with mBC (CHEK2: OR = 3.78, 95% CI = 1.59-7.71, p = 0.002; PALB2: OR = 14.77, 95%
CI=5.02-36.02,p < 10~5; ATM: OR = 3.36, 95% CI = 0.89-8.96, p =0.04). Overall, our findings support
the benefit of multi-gene panel testing in patients with mBC irrespective of their family history, age at
disease onset, and tumor phenotype.

Keywords: breast neoplasms; male breast cancer; breast cancer predisposition genes; genetic testing;
familial breast cancer

1. Introduction

Male breast cancer (mBC) is a rare disease; less than 1% of all patients with breast cancer
(BC) are men [1]. Worldwide, the incidence of mBC is less than 1 per 100,000 man-years [2].
In Germany, approximately 750 men were diagnosed with BC in 2020. In contrast, BC
among women is by far the most common tumor entity, with approximately 69.000 newly
diagnosed patients annually [3]. Due to its comparative rarity, mBC is routinely excluded
from clinical trials on BC. Thus, diagnostic recommendations for mBC have been based
on clinical research results primarily focusing on women over the decades. In addition to
obvious similarities in the disease course, sex-specific differences reveal, in particular, the
need for more specific and separate consideration of mBC [4-6]. Examining prospective
data has revealed clinically relevant differences in carcinogenesis of mBC, especially the
divergent prevalence of germline pathogenic variants (PVs) in the major BC susceptibility
genes, BRCA1/2. PVs in BRCA2 represent the most frequent causative gene alteration and
have been reported in about 10-16% of patients with mBC [4,7,8]. These are associated
with an estimated lifetime risk for mBC of 4-12%, compared with 0.1% in the general male
population [9,10]. Barnes et al. demonstrated an average lifetime risk for mBC of 12% for
BRCA2 carriers in their polygenic risk score (PRS)-based risk analyses [11]. In contrast
to BRCA2, PVs in BRCAT1 are underrepresented in male patients compared with those in
female patients with BC [12,13]. After initially disproving the involvement of BRCAT in
mBC carcinogenesis [14], several studies subsequently suggested an association between
mBC and PVs in BRCAI, although this association is substantially weaker than that with
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BRCA2 [15]. Li et al. recently confirmed the association of BRCA1 PVs and mBC (risk ratio
(RR) = 4.30; 95% confidence interval (CI) = 1.09-16.96) [10].

Recently published guidelines [16,17] concerning managing patients with mBC in-
clude, in addition to general therapeutic options, the support of genetic counseling and
germline genetic testing for cancer predisposition genes regardless of their family cancer
history. Nevertheless, there remains a lack of evidence-based, precise breakdown of pos-
sible PVs beyond those in BRCA2. As widely confirmed in female patient cohorts [18],
several predisposition genes involved in DNA repair pathways such as ATM, CHEK2, and
PALB2 have also been described in mBC cohorts [19-23]. Overall, data regarding these and
other suspected mBC predisposition genes remain limited and have revealed controversial
results. Pritzlaff et al. [19] investigated the association of 16 BC risk genes in 708 patients
with mBC and found that besides BRCA2, PALB2 and CHEK?2 were associated with mBC
risk. No significant association with increased mBC risk was found for BRCAI and ATM. A
study by Rizzolo et al. [20] investigating 503 BRCA1/2-negative patients with mBC from
Italy confirmed the association of PVs in PALB2 and found no significant association of
PVs in CHEK? with increased mBC risk. A study including 102 patients with mBC by
Fostira et al. [21] confirmed an association with BRCA2 and identified ATM as the second
most frequently mutated risk gene.

As the respective contribution to mBC risk remains controversial, further investiga-
tions are needed to evaluate the utility and potential incorporation of multi-gene panel
testing in the clinical management of patients with mBC. We performed a multicenter study
including 614 patients with mBC recruited for genetic testing through the centers of the
German Consortium for Hereditary Breast and Ovarian Cancer (GC-HBOC) to determine
PV prevalence in known and suspected BC predisposition genes and to more comprehen-
sively define the genetic predisposition to mBC. We pursued a two-stage approach: first,
all patients were screened for PVs in BRCA1/2; second, BRCA1/2-negative patients were
further analyzed for PVs in non-BRCA1/2 cancer predisposition genes.

2. Material and Methods
2.1. Study Sample

The overall study sample comprised 614 patients with mBC, diagnosed with unilateral
or bilateral BC between 1965 and 2018. The average age at first diagnosis (AAD) was
60 years (range 22-91 years). All patients were recruited from the participating centers of
GC-HBOC. For 66.1% of the patients with mBC in the overall study sample (406/614), a
positive family history (FH) for BC and/or ovarian cancer (OC) was reported. Positive
FH was defined as at least one known relative with BC or OC, irrespective of the AAD of
the relative(s) with BC or OC. Among the patients with mBC, 32.6% reported no FH of
BC/OC (200/614). Data regarding BC/OC FH were missing for 8/614 of the patients with
mBC (1.3%). BRCA1/2 germline analysis was performed in a routine diagnostic setting
between 1995 and 2019. All patients were tested for germline mutations after mBC was
diagnosed. A high proportion (27.7%) of patients with mBC (170/614) carried PVs in
BRCA1/2. Of the 614 patients, 586 were considered index patients, with no prior testing
of another family member. The remaining 28 mBC patients, all with a positive FH, were
analyzed for a known pathogenic BRCA1/2 family mutation only. Of those, 22 were tested
positive. Of the 444 patients with mBC without PVs in BRCA1/2, 104 were excluded from
further analyses because of missing DNA samples or lack of patient consent. The remaining
340 patients with mBC who had previously tested negative for PVs in BRCA1/2 were
screened for PVs in 23 established or suspected non-BRCA1/2 BC predisposition genes.
Genotype and phenotype data were retrieved from the centralized GC-HBOC patient
database (BRCA2006/HerediCaRe, accessed on 20 May 2019).

2.2. Gene Selection and Next-Generation-Sequencing (NGS) Analysis

Genomic DNA was isolated from venous blood. Regarding non-BRCA1/2 predis-
position gene analyses, approximately one-third (102/340) of the patient genetic data
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originated from a comprehensive analysis of gene panel testing previously performed
at the GC-HBOC centers in a routine diagnostic setting using the customized hybridiza-
tion capture-based TruRisk® gene panel of the GC-HBOC for target enrichment. An-
other customized multi-gene panel was used for the remaining 238 patients (Agilent
SureSelectXT, Santa Clara, CA, USA). Both multi-gene panels covered the entire cod-
ing regions of 23 established or suspected non-BRCA1/2 BC predisposition genes (ATM,
NM_000051.3; BARD1, NM_000465.3; BRIP1, NM_032043.2; CDH1, NM_004360.4; CHEK2,
NM_007194.3; FAM175A, NM_139076.2; FANCM, NM_020937.3; MLH1, NM_000249.3;
MRE11A, NM_005591.3; MSH2, NM_000251.2; MSH6, NM_000179.2; MUTYH, NM_0011428425.1;
NBN, NM_002485.4; PALB2, NM_024675.3; PMS2, NM_000535.5; PTEN, NM_000314.4;
RAD50, NM_005732.3; RAD51C, NM_058216.2; RAD51D, NM_002878.3; RINT1, NM_021930.4;
STK11, NM_000455.4; TP53, NM_000546.5; XRCC2, NM_005431.1). Quantified libraries
were sequenced on Illumina NGS devices (HiSeq 4000 or NovaSeq 6000, San Diego, CA,
USA) at the Cologne Center for Genomics (CCG). Bioinformatic analyses were performed
using the Varbank v.2.26 (Cologne Center for Genomics, Cologne, Germany) pipeline of
the CCG.

2.3. Variant Annotation and Classification

The sequencing reads were mapped against human reference genome GRCh38. Mean
coverage of at least 100 x was chosen as the sequencing quality filter threshold. The Alamut
Visual version 2.13 analysis software tool (Interactive Biosoftware, Rouen, France) was
used for variant annotation and integration of current ClinVar classifications. Variant
classification was performed using the GC-HBOC criteria for the classification of germline
sequence variants in risk genes for hereditary BC and OC [24], based on the interpretive
guidelines published by the Evidence-Based Network for the Interpretation of Germline
Mutant Alleles (ENIGMA) and the American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) [25]. As proposed by the International Agency for Research on Cancer (IARC) [26],
a five-tier classification system was applied. This grading system defines variants as
pathogenic (class 5), likely pathogenic (class 4), variant of uncertain significance (VUS, class
3), likely benign (class 2), or benign (class 1). Protein-truncating germline variants (PTVs)
were defined as nonsense, frameshift, or essential splice site variants affecting the invariant
splice sites or the last nucleotide of an exon. PVs (pathogenic variants) included PTVs,
(likely) pathogenic missense variants, and (likely) pathogenic copy number variations
(CNVs). ExomeDepth v1.1.15 was used for CNV prediction [27] and predicted CNVs were
verified by multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) using specific P041
(ATM), P042 (ATM), and P190 (CHEK2) SALSA® MLPA® kits (MRC Holland, Amsterdam,
The Netherlands). All remaining PVs were confirmed by Sanger sequencing.

2.4. Control Sample and Statistical Analysis

To investigate the association of mBC with PTVs in suspected cancer predisposition
genes, a case-control analysis was conducted using univariate logistic regression analysis to
estimate the odds ratios (ORs) and corresponding 95% confidence intervals (Cls). Publicly
available genomic variant data from 27,173 individuals of non-Finnish European ancestry
from the Exome Aggregation Consortium (ExAC) [28], excluding samples from The Cancer
Genome Atlas (TCGA), were included as control data. Finnish individuals were excluded
due to a high prevalence of founder mutations in the Finnish population [29], which may
cause a bias in the case-control analysis. Statistical analyses were performed using R v3.6 (R
Core Team (2021)). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL: https:/ /www.R-project.org/ (accessed
on 23 February 2022). All statistical tests were two-sided, with p-values < 0.05 considered
statistically significant.
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3. Results
3.1. Prevalence of BRCA1/2 Pathogenic Variants and Cancer Characteristics in the Overall
Study Sample

From the overall study sample of 614 patients with mBC, 170 (27.7%) patients carried
a PV in BRCA1 or BRCA2, with a notably higher proportion of BRCA2 PV carriers (142/614,
23.1%) than BRCA1 PV carriers (28/614, 4.6%). In BRCA2, the ¢.1813dup PV was most
frequent (12/142). In BRCAI, the ¢.5266dup variant accounted for one-quarter of all
BRCAT1 PVs (7/28). The mean AAD of BRCA1 PV carriers, as well as that of BRCA2
PV carriers, was 62 years (BRCAI: range 33-82 years; BRCA2: range 37-83 years), with
a statistically significant difference observed compared with BRCA1/2-negative patients
(mean 59 years, range 22-91 years, Welch’s t-test p = 0.005). Among 606 patients with mBC
whose BC/OC FH status was known, the prevalence of BRCA1/2 PVs was significantly
higher in patients with BC/OC FH than in those without (154/460 (33.5%) vs. 16/146
(11.0%), Fisher’s exact test p < 1077). A statistically significant association between BC/OC
FH and the occurrence of PVs was found the BRCA2 gene (128/460 (27.8%) vs. 14/146
(9.6%), OR = 3.63, 95% CI = 1.99-7.08, Fisher’s exact test p < 10’5) and for the BRCAI gene
(26/460 (5.6%) vs. 2/146 (1.4%), p = 0.04). A high proportion of PVs in the BRCA2 gene was
observed in bilaterally affected patients with mBC, though with no statistical significance
compared with the prevalence in unilaterally affected patients with mBC (p = 0.112); of
the 28 bilaterally affected patients with mBC (Table 1), 10 patients (35.7%) carried PVs in
BRCA2 compared with 132/586 (22.5%) in unilaterally affected patients.

Table 1. Patient and cancer characteristics in the overall study sample (n = 614) stratified by
pathogenic variant (PV) status, family history (FH), age at first diagnosis (AAD). BC = breast cancer,
ER = estrogen receptor, mBC = male breast cancer, PR = progesterone receptor.

BRCA1/2 Carriers of
Subgroup Overall Study BRCA1/2- BRCA1- BRCA2- Negative Patients Pathogenic Variants
Sample (%) Positive Positive Positive F . in 23 Non-BRCA1/2-
urther Investigated G o
enes (%)
patients with mBC 614 (100) 170 28 142 340 32(9.4)
unilateral BC 586 (95.4) 160 28 132 328 32 (9.8)
bilateral BC 28 (4.6) 10 0 10 12 0(0)
BC/OC FH * 460 (75.9) 154 26 128 235 23 (9.8)
no BC/OC FH * 146 (24.1) 16 2 14 102 9 (8.8)
mean AAD (range) * 60 (22-91) 62 (33-83) 62 (33-82) 62 (37-83) 60 (27-91) 58 (30-83)
AAD < 40 years 30 (4.9) 4(2.4) 1 3 18 2(11.2)
AAD 40-49 years 90 (14.8) 18 (10.6) 4 14 55 8(14.5)
AAD 50-59 years 163 (26.8) 42 (24.7) 5 37 89 7(7.9)
AAD 6069 years 183 (30.0) 61 (35.9) 9 52 97 7(72)
AAD 70-79 years 125 (20.5) 40 (23.5) 8 32 69 7(10.1)
AAD > 80 years 18 (3.0) 5[2.9] 1 4 12 1(8.3)
ER/PR-status 407 (100) 107 (100) 17 (100) 90 (100) 243 (100) 24 (100)
available (%)
HER2-status
available (%) 323 (100) 90 (100) 15 (100) 75 (100) 200 (100) 21 (100)
ER-positive (%) 394 (96.8) 105 (98.1) 17 (100) 88 (97.8) 234 (96.3) 24 (100)
ER-negative (%) 13 (3.2) 2(1.9) 0(0) 2(22) 9(37) 0(0)
PR-positive (%) 366 (89.9) 94 (87.9) 14 (82.4) 80 (88.9) 219 (90.1) 23 (96.0)
PR-negative (%) 41 (10.1) 13 (12.1) 3(17.6) 10 (11.1) 24 (9.9) 1(4.2)
HER2-positive (%) 38 (11.7) 13 (14.4) 2(13.3) 11 (14.7) 20 (10.0) 4(19.0)
HER2-negative (%) 285 (88.2) 77 (85.6) 13 (86.7) 64 (85.3) 180 (90.0) 17 (81.0)

* total missing information regarding AAD (n = 5) and missing information regarding FH (n = 8).

Information on tumor estrogen receptor (ER) and progesterone receptor (PR) sta-
tus was available for 407 patients with mBC (66%) among the overall study sample of
614 patients with mBC. The predominant clinical presentation of tumor phenotypes was
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CHEK2

PALB2

ER-positive and PR-positive (359/407, 88.2%); further, 35/407 (8.6%) were ER-positive
and PR-negative. Only 13/407 (3.2%) tumors were ER-negative, of which seven were
PR-positive and six were PR-negative. Among the 407 patients with mBC with known ER
and PR status, human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) status was documented
in 323 patients. Most patients were ER-positive, PR-positive, and HER2-negative (251/323,
77.7%); further, 33/323 (10.2%) were triple-positive, and 4/323 (1.2%) were triple-negative
(Figure S1). Neither AAD nor BRCA1/2 PV carrier status was associated with ER, PR, or
HER? status (Figure S2, and Table S1).

3.2. Prevalence of Pathogenic Variants in BRCA1/2-Negative Patients with mBC

In the overall study sample, 72.3% (444/614) of patients tested negative for PVs in
BRCA1/2. Of these patients, 340 were screened for PVs among 23 additional non-BRCA1/2
cancer predisposition genes. This subgroup, with a mean AAD of 60 years (range 27-91),
comprised 328 unilaterally and 12 bilaterally affected patients with mBC (Table 1). A
BC/OC FH was reported in 69.7% (235/337) of these patients (Table 1, no BC/OC FH data
were available for three patients). In the BRCA1/2-negative study sample, 9.4% (32/340) of
the patients with mBC, all unilaterally affected, carried at least one PV in the 23 (suspected)
non-BRCA1/2 cancer predisposition genes (Figure 1).

PTV
B Missense
CNV (Del)

ATM  MUTYH FANCM BRIPL ~ CDH1 ~ NBN  PMS2  PTEN RADS0 RADSIC  TP53

Figure 1. Gene-specific prevalence of heterozygous pathogenic germline variants (PVs) in 340 patients
with BRCA1/2-negative male breast cancer.

Overall, 35 PVs were identified in the 13 genes (Figure 1). Three patients with mBC
were double PV carriers (CHEK2/ATM, NBN/RAD50, PALB2/TP53). PVs in CHEK2 were
the most frequent and were identified in 3.2% (11/340) of the BRCA1/2-negative patients
with mBC. The most prevalent PV in the CHEK?2 gene was the ¢.1100delC variant observed
in six of 11 patients. The second highest PV prevalence was in PALB2 (1.8%, 6/340),
followed by ATM (1.5%, 5/340). The prevalence of PVs in other investigated genes was
less than 1% each (MUTYH (3/340), FEANCM (2/340), BRIP1 (1/340), CDH1 (1/340), NBN
(1/340), PMS2 (1/340), PTEN (1/340), RAD50 (1/340), RAD51C (1/340), TP53 (1/340)).
No PVs were identified in BARD1, FAM175A, MLH1, MRE11A, MSH2, MSH6, RAD51D,
RINT1, STK11, or XRCC2 (Table S1).

3.3. Associations between mBC and Protein-Truncating Variants in BRCA1/2 and Non-BRCA1/2
Cancer Predisposition Genes

Based on the sequencing results from the publicly available EXAC control dataset [28],
case-control analyses were performed to assess associations between mBC and PTVs
in BRCA1/2 and selected non-BRCA1/2 genes. PTVs in both BRCA2 and BRCA1 were
significantly associated with mBC (BRCA2: OR = 77.41, 95% CI = 58.71-102.33, Fisher’s
exact test p < 0.0001; BRCAI: OR =17.04, 95% CI = 10.54-26.82, p < 0.0001) (Table 2). Among
the 340 patients with BRCA1/2-negative mBC, 25 (7.35%) carried PTVs in 10 non-BRCA1/2
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genes (Table S1). At a gene-specific level, the prevalence of PTVs in PALB2 was significantly
higher in patients with mBC than in the EXAC controls (6/340 (1.76%) vs. 33/27,173 (0.12%);
OR =14.77; 95% CI = 5.02-36.02; p < 0.0001, Table 2). Statistically significant associations
were also observed between mBC and PTVs in CHEK2 (OR = 3.78; 95% CI = 1.59-7.71;
p =0.002) and ATM (OR = 3.36; 95% CI = 0.89-8.96; p = 0.04) (Table 2). Notably, the number
of identified PTVs was low (<8) for each of the non-BRCA1/2 genes, and the 95% Cls of the
observed PTV prevalence did not reach a distinction for the ATM gene, which only affected
four patients with mBC (Figure 2). Beyond PALB2, CHEK2, and ATM, the prevalence of
PTVs in the other examined genes was too low for meaningful statistical analysis.

® mBC patients

0.5
EXAC contols

0.1 4

0.05 4 +

0.01 A
0.005 1

Prevalence of PTVs

0.001 A
0.0005 A

0.0001 T T T T T
BRCA1l BRCA2 CHEK2 PALB2 ATM
Gene

Figure 2. Prevalence of protein-truncating variants (PTVs) with binomial 95% confidence intervals
(CIs) per gene in patients with male breast cancer and in ExAC controls.

Table 2. Prevalence of protein-truncating variants (PTVs) in (suspected) cancer predisposition genes
in patients with mBC compared with the control dataset (ExAC). Mutation carrier frequencies are
shown in parentheses. Univariate logistic regression analysis was performed to estimate the odds
ratios (OR) and corresponding 95% confidence intervals (CI).

. . ExAC Controls mBC vs. EXAC
Gene mBC PTVs (%) Patients with mBC n=27,173 (%) OR (95% CI) p*
BRCA2 142 (23.13) 614 105 (0.39) 77.41 (58.71-102.33) <1075
BRCA1 28 (4.56) 614 76 (0.28) 17.04 (10.54-26.82) <1075
CHEK2 8 (2.35) 340 172 (0.63) 3.78 (1.59-7.71) 0.002
PALB2 6 (1.76) 340 33(0.12) 14.77 (5.02-36.02) <1075
ATM 4(1.18) 340 96 (0.35) 3.36 (0.89-8.96) 0.04
FANCM 2(0.59) 340 184 (0.68) - -
BRIP1 1(0.29) 340 59 (0.22) - -
CDH1 1(0.29) 340 2 (0.00) - -
NBN ** 1(0.29) 340 42 (0.15) - -
PTEN 1(0.29) 340 1 (0.00) - -
RAD50 ** 1(0.29) 340 84 (0.31) - -
RAD51C 1(0.29) 340 34 (0.13) - -

* Fisher’s exact test; ** one patient carried two PTVs (NBN/RADS50).
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3.4. Pathogenic Variants in Cancer Predisposition Genes according to Cancer Family History, Age
at Diagnosis, and Tumor Characteristics

In the subset of 340 BRCA1/2-negative patients with mBC, the overall prevalence of
PVs in patients with a BC/OC FH was 9.8% (23/235), and that in patients without a BC/OC
FH was 8.8% (9/102) (23/235 vs. 9/102; Fisher’s exact test p = 0.84). When focusing on ATM,
CHEK?2, and PALB2, the prevalence of PVs in patients with BC/OC FH was 7.7% (18/235),
whereas that in patients without BC/OC FH was 2.9% (3/102) (Fisher’s exact test, p = 0.14).
The mean AAD of patients with mBC was considerably lower in carriers of a PV in ATM
(Figure 3) compared with that in patients without (mean AAD ATM-positive 47.8 years
(n = 5) vs. ATM-negative 59.9 years (n = 335), Welch’s t-test p = 0.07). Linear regression
analysis with the AAD of mBC in years as the outcome revealed a statistically significant
association of PVs in the ATM gene with younger AAD (Table 3) under adjustment for
the presence of BC/OC FH, whereas PVs in CHEK2 and PALB2 showed no statistically
significant association with AAD.

90 4

e}
o
I

-
1

~
o
1

o
o
I

w
o
I

Age at Diagnosis [years]

&

1

30 A

CHEK?2-positive  PALB2-positive ATM-positive negative
(n=11) (n=6) (n=5) (n=319)

Figure 3. Age at diagnosis (AAD) of male breast cancer in BRCA1/2-negative individuals based on
germline pathogenic variant (PV) status in the CHEK2, PALB2, and ATM genes. One individual
(AAD = 37 years) carried PVs in both CHEK2 and ATM. The term “negative” indicates individuals
without PVs in BRCA1/2, CHEK2, PALB2, and ATM.

Table 3. Linear regression analysis results with age at first diagnosis (AAD) of male breast cancer
(mBC) with years as the outcome in 337 BRCA1/2-negative patients with mBC. Gene-wise covariates re-
fer to pathogenic variant status (1: pathogenic variant, 0: no pathogenic variant). FH = Breast/ovarian
cancer family history (1: yes 0: no).

Covariat B 95% CI 4

FH 1.78 —0.97-4.52 0.20
ATM —11.87 —22.35--1.39 0.03
CHEK2 —1.96 —9.09-5.17 0.59
PALB2 3.55 —5.98-13.07 0.46
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4. Discussion

Comprehensive germline genetic testing is a prerequisite in targeted risk-adjusted
surveillance programs for early cancer detection and targeted therapies in the context of
precision oncology. Therefore, germline genetic testing represents a globally established
standard; however, it primarily remains limited to women with BC. Research on PARP
inhibitors beyond BRCA1/2-mutated carcinomas, for example, is pioneering the field of
personalized medicine [30]. Thus, sex-specific consideration of distinct tumor entities in
conjunction with their respective predominant germline defects is particularly important.
In our multicenter study, we investigated genetic susceptibility to mBC by evaluating
the prevalence of PVs in BRCA1/2 using a study sample of 614 patients with mBC and
screening their blood-derived DNA samples with multi-gene panel analyses for potentially
relevant PVs in 23 non-BRCA1/2 genes. As the largest nationwide sample, with 340 of
614 patients with mBC undergoing comprehensive genetic screening, this study contributes
to decoding the genetic predisposition to mBC and reassessing the previously obtained
contradictory study results. As expected, the role of BRCA? as a key risk gene for mBC was
highlighted. [12] In the overall study sample, 23.1% (142/614) of patients with mBC carried
a PV in BRCA2. Further, as PVs in BRCA1 accounted for 4.6% of the cases, BRCAI was
the second most frequently altered BC predisposition gene. While BRCA2 represents an
established BC risk gene for both female and male BC, literature regarding the association
between BRCAI and mBC is limited. The results of our study are in line with those of
Li et al. [10], who were among the first to demonstrate a significant association between
mBC and PVs in BRCAT (OR = 17.04, 95% CI 10.54-26.82, p < 107°).

Consistent with the comprehensive population-specific analyses conducted by Rebbeck et al.,
we demonstrated that the PVs, BRCA2 ¢.1813dup and BRCAI c¢.5266dup, are the most
common variants in the mutational spectrum of mBC. [31] The investigation of available
information on ER, PR, and HER2 status revealed predominantly ER-positive, PR-positive,
and HER2-negative tumor presentation in the studied sample, consistent with previous
findings characterizing the general cancer type in virile breast carcinoma. [32] In this
context, Silvestri et al. previously showed that BRCA1/2-positive mBCs were more likely to
be ER-positive, PR-positive, and non-triple negative, compared with BC in female BRCA1/2
carriers, suggesting that susceptibility to hereditary BC may be influenced by hormonal
background differences between male and female BRCA1/2 mutation carriers [12]. In our
study focusing on mBC only, no association of the ER/PR/HER?2 status with BRCA1/2 PV
occurrence was observed.

Among the non-BRCA1/2 genes, our study confirmed a significantly increased risk
association between mBC and PTVs in the BC predisposition genes PALB2, CHEK2, and
ATM. This finding may be considered in mBC risk prediction models such as BOADICEA
(Breast and Ovarian Analysis of Disease Incidence and Carrier Estimation Algorithm) [33].
We demonstrated the strongest association of mBC in carriers of PVs in PALB2 with an OR of
14.77 (p < 0.0001) compared with that in EXAC controls. As a functional partner and localizer
of BRCA2, the tumor suppressor gene PALB? is critically involved in the homologous
recombination (HR) repair mechanism of double-strand breaks [34]. Consistent with
previously reported associations between PVs in PALB2 and mBC (with corresponding
ORs ranging from 9.63-17.30) [20], our findings contribute to the accumulating evidence
for the relevance of PALB2 in genetic testing for hereditary mBC [35,36]. The role of CHEK2
in mBC has been discussed contradictorily in recent studies. A study by Pritzlaff et al.
defined CHEK2 as a moderate-risk gene [19], whereas other analyses could not confirm an
association of CHEK2 with genetic mBC predisposition [20,21]. In the present investigation,
CHEK?2 represented the gene most frequently affected by PVs apart from BRCA1/2, with a
PV prevalence of 3.2%, and a statistically significant association between PTVs in CHEK2
and mBC risk was confirmed (OR = 3.78, 95% CI = 1.59-7.71, p = 0.002). Furthermore, a
statistically significant association was found between PTVs in ATM and mBC (mBC vs.
ExAC controls OR = 3.36, 95% CI: 0.89-8.96, p = 0.04), and the data indicate a younger AAD
in ATM PV carriers. Future studies with larger sample sizes are required to conclusively
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assess the role of ATM in mBC development, as our study cohort included only 5 ATM PV
carriers. In contrast to the strikingly divergent frequencies of PTVs in BRCA1/2 in male and
female patients with BC, the prevalence of PTVs in other predisposition genes, including
PALB2, CHEK2, and ATM, were comparable in both genders [18,37]. Patients with BRCA1/2
PVs did not show an earlier disease onset than those without. Except for patients with
mBC carrying pathogenic ATM variants, who showed a younger AAD of BC in our study
sample, AAD does not seem to be a useful indicator of genetic mBC predisposition. Further,
we could not support the results of Pritzlaff et al., who suggested that CHEK2 ¢.1100delC
carriers had a significantly younger AAD compared with that men in carrying PVs in other
risk genes [19]. Our results support the NCCN guidelines for male invasive BC version
5.2020, which recommend genetic testing for all men with BC, regardless of their BC/OC
FH. Based on this recommendation, we propose to expand the inclusion criteria for testing
for genetic to all patients with mBC in Germany, regardless of their AAD, FH, or tumor
phenotype. In conclusion, our study results continue to pursue the overall objective of
better understanding genetic predisposition to mBC for developing appropriate clinical
approaches for sex-specific risk prediction, which could lead to more targeted screening
and treatment programs for male PV carriers. It remains to be determined whether the
germline mutation status in BRCA1/2, ATM, CHEK2 and PALB2 predicts favourable or
unfavourable targeted therapy response in mBC patients, e.g., regarding PARP or CDK4/6
inhibitors [38].

This study has limitations. Our study sample largely comprised patients with mBC
who met the GC-HBOC inclusion criteria for germline testing. Therefore, these study results
should be validated in a larger study sample of unselected patients with mBC. Further,
the prevalence of PTVs in unaffected individuals was retrieved from ExAC non-Finnish
Europeans (NFE) under the exclusion of TCGA instead of matched controls, which may
have caused bias. The mBC patients who were initially tested for BRCA1/2 mutations only
and tested positive were not analyzed further using a more comprehensive gene panel.

5. Conclusions

In addition to PVs in the established mBC risk gene BRCA2, PVs in BRCAI are
particularly associated with an increased risk of mBC. Our results further suggest the role
of PALB2, CHEK2, and ATM in mBC predisposition, and support the benefit of multi-gene
panel testing in patients with mBC. Due to the high prevalence of BRCA1/2 PVs even in
the absence of a BC/OC FH, our data provide a rationale to offer genetic counseling and
multi-gene panel testing to all patients with mBC.
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4. Diskussion

Das Mammakarzinom des Mannes ist eine seltene Erkrankung und stellt weiterhin eine
groRe Herausforderung in seiner klinischen Bewaltigung dar. Wahrend die Erforschung der
Erkrankung bei Frauen in den vergangenen Jahrzehnten enorme Fortschritte erzielen
konnte, persistieren entscheidende Wissenslicken in der geschlechtsspezifischen
Aufarbeitung der Erkrankung. Insbesondere Untersuchungen zur genetischen Pradisposition
des familidren Brust- und Eierstockkrebses bei weiblichen Patientinnen haben in den letzten
Jahrzehnten signifikante Durchbriiche erzielt und dazu beigetragen, das Verstandnis fir die
Vererbung dieser Krebsart zu vertiefen und effektivere praventive und diagnostische sowie
therapeutische Ansatze zu entwickeln. Dementsprechend konnten sich umfassende
Multigenpaneltestungen weltweit als diagnostischer Standard etablieren und dienen im
Rahmen der Prazisionsonkologie als Voraussetzung flr gezielte risikoadjustierte
Uberwachungsprogramme zur Krebsfriiherkennung sowie fiir gezielte Therapien. Allerdings
beschranken sich die Anstrengungen auf dem Gebiet der genetischen
Pradispositionsforschung bislang vordergrindig auf weibliche Brustkrebspatientinnen,
wahrend die Situation fir Manner komplex und bislang undurchsichtig erscheint. Um
sicherzustellen, dass alle Patienten gleichermal3en von den Fortschritten in diesem Bereich
profitieren konnen, ist die Berlcksichtigung der geschlechtsspezifischen Unterschiede bei
der genetischen Pradisposition fur familiaren Brust- und Eierstockkrebs von besonderer
Bedeutung. Im Rahmen unserer umfangreichen multizentrischen Studie haben wir die
genetische Ursache fur mannlichen Brustkrebs untersucht. Hierbei konnten wir die Pravalenz
pathogener Varianten in den bekannten Hochrisikogenen BRCA1/2 anhand einer
reprasentativen Stichprobe von 614 mannlichen Brustkrebspatienten analysieren, die in den
Zentren des DK FBREK betreut wurden. Zusatzlich wurden mithilfe von Multigenpanel-
Analysen die zur Testung vorliegenden DNA-Proben auf potenziell relevante pathogene
Varianten in 23 weiteren nicht-BRCA Genen analysiert. Als umfangreichste bundesweite
Stichprobe ihrer Art, leistet die vorliegende Untersuchung einen wichtigen Beitrag in der
Entschlisselung der genetischen Vorbelastung fur mannlichen Brustkrebs und ermdoglicht
eine Neubewertung der zum Teil widersprichlichen Ergebnisse friherer Studien auf diesem
Gebiet. Durch die Kombination von BRCA1/2-Analysen und der Untersuchung weiterer
relevanter Gene kénnen wir ein detaillierteres Bild der genetischen Faktoren zeichnen, die
eine Rolle in der Pathogenese des mannlichen Mammakarzinoms spielen. Die Ergebnisse
dieser Studie konnten nicht nur dazu beitragen, die Risikoabschatzung und
Praventionsstrategien flir mannliche Brustkrebspatienten zu verbessern, sondern auch dazu
beitragen, die genetische Beratung und die Behandlungsmdglichkeiten fir diese

Patientengruppe zu optimieren.
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In Ubereinstimmung mit vorangegangen Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet konnten wir
in unserer Studie erneut die herausragende Rolle von BRCA2 als Hauptrisikogen im
Zusammenhang mit Brustkrebs bei Mannern betonen.?*®%'?® |n der Gesamtstichprobe
wiesen 23,1% (142/614) der untersuchten mannlichen Brustkrebspatienten pathogene
Varianten in BRCA2 auf. Weiterhin konnten basierend auf Sequenzierungsergebnissen des
ExAC-Kontrolldatensatzes Fall-Kontrollanalysen durchgefihrt werden, um Assoziationen
zwischen mannlichem Brustkrebs und pathogenen Varianten in den ausgewahlten
vermuteten Risikogenen zu bewerten. Pathogene Varianten in BRCA2 waren signifikant mit
dem mannlichen Mammakarzinom assoziiert (BRCA2: OR = 77.41, 95% CIl = 58.71-102.33,
Fisher's exact test p < 0.0001). Wahrend BRCAZ2 sowohl fir den weiblichen als auch fir
mannlichen Brustkrebs ein etabliertes Risikogen darstellt, wurde die Bedeutung von
pathogenen BRCA1 Veranderungen im Zusammenhang mit einem erhohten Risiko fur
Brustkrebs bei Mannern bislang als umstritten angesehen. Pathogene Varianten in BRCA1
konnten im Rahmen unserer Untersuchungen in 4,6% der Falle (28/614) nachgewiesen
werden und stellten damit die am zweithdufigsten vorkommenden Genveranderungen in
unserer Kohorte dar. Die Ergebnisse unserer Studie konnten einen signifikanten
Zusammenhang zwischen mannlichem Brustkrebs und pathogenen Varianten in BRCA1
nachweisen (OR = 17,04, 95% CI 10,54-26,82, p < 10-5) und stehen im Einklang mit

1. die als eine der ersten

vorangegangenen Forschungsergebnissen von Li et a
entsprechenden  Zusammenhang  beschriecben. Wie auch die umfassenden
populationsspezifischen Analysen von Rebbeck et al. ergaben, stellten die pathogenen
Varianten BRCAZ2 ¢.1813dup und BRCA1 ¢.5266dup ebenso in unseren Untersuchungen die
haufigsten Varianten des Mutationsspektrums dar.™"

Im Unterschied zum Mammakarzinom der Frau, zeigte die Auswertung unserer
Kohortenanalyse weder eine Korrelation zwischen dem Genotyp und Tumorphanotyp, noch
zwischen dem Genotyp und dem Ersterkrankungsalter. Die Untersuchung der verfliigbaren
Informationen beziiglich des ER- (Ostrogenrezeptor), PR- (Progesteronrezeptor) und HER2-
Status ergab, dass die untersuchte Stichprobe Uberwiegend ER-positive, PR-positive und
HER2-negative Tumore aufwies. Dies entspricht den bisherigen Erkenntnissen zur
Charakterisierung des allgemeinen Tumortyps beim mannlichen Mammakarzinom.'®™
Wahrend BRCA1-assoziierte Tumore bei Frauen charakteristische pathologische Merkmale
aufweisen und tendenziell haufiger triple-negative Eigenschaften prasentieren, wird dieser
Phanotyp bei Mannern nur in sehr seltenen Fallen beobachtet. # Im Rahmen unserer
Analysen konnten wir keinen Zusammenhang zwischen dem ER/ PR/ HER2-Status und dem
Vorhandensein von pathogenen Varianten in den BRCA1/2 Genen feststellen. Silvestri et al.
zeigten zuvor, dass BRCA1/2-positive mannliche Mammakarzinome im Vergleich zum

weiblichen Pendant unterschiedliche pathologische Merkmale aufweisen und sich haufiger
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positiv fiir Hormonrezeptoren (ER-positiv und PR-positiv) présentieren.’ Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die genetische Anfalligkeit fiir erblichen Brustkrebs mdglicherweise
durch Unterschiede im hormonellen Hintergrund zwischen mannlichen und weiblichen
BRCA1/2 Mutationstrager/innen beeinflusst wird.'>?* Darliber hinaus werden BRCA1/2-
assoziierte Mammakarzinome bei Frauen in der Regel in einem jungeren Alter diagnostiziert
als in der Allgemeinbevolkerung, wohingegen bei Mannern mit einer entsprechenden
BRCA1/2-Mutation dies nicht der Fall zu sein scheint. 2*%% Das mittlere
Ersterkrankungsalter der in unserer Kohorte untersuchten BRCA1/2-Variantentrager betrug
62 Jahre (BRCA1: Spanne 33-81 Jahre; BRCAZ2: Spanne 37-83 Jahre), wobei ein statistisch
signifikanter Unterschied zu BRCA1/2-negativen Patienten beobachtet wurde (Mittelwert 59
Jahre, Spanne 22-91 Jahre, Welch’s t-Test p = 0,005).

Weiterhin ergab die Untersuchung der Gesamtstichprobe eine statistisch signifikant hohere
Nachweisrate von pathogenen Varianten in BRCA1/2 in der Gruppe der Patienten mit
positiver Familienanamnese (Fisher's Exact Test p < 107). Von den Patienten mit positiver
Familienanamnese trugen 33,5% (154/460) pathogene Varianten in den Hochrisikogenen
BRCA1/2, wahrend auch bei 11% (16/146) der Patienten ohne positive Familienanamnese
entsprechende Keimbahnvarianten festgestellt wurden. Dennoch wird die familiare
Krankheitsgeschichte bei Mannern mit Brustkrebs im Vergleich zur Erkrankung bei Frauen
als wesentlich schwacherer Vorhersagefaktor flir das Vorhandensein einer pathogenen
BRCA1/2-Variante angesehen.® Aufgrund unserer Erkenntnisse, die darauf hinweisen, dass
pathogene Varianten in den Genen BRCA1/2 auch in Abwesenheit einer familiaren Brust-
oder Eierstockkrebsanamnese relativ haufig vorkommen und die
Mutationsnachweiswahrscheinlichkeit von 10% Ubersteigt, gibt es eine klare Argumentation
dafur, allen mannlichen Brustkrebspatienten eine genetische Beratung und Keimbahntestung
in der diagnostischen Abklarung anzubieten. Im Rahmen der wissensgenerierenden
Versorgungsforschung des DK FBREK konnte basierend auf den in dieser Arbeit
prasentierten  Untersuchungsergebnissen seit 2023 das singuldre  mannliche
Mammakarzinom als weiteres Einschlusskriterium validiert werden. Die genetische
Keimbahnanalyse ist demnach bei allen an Brustkrebs erkrankten Mannern ohne weitere
familiare Brust- oder Eierstockkrebserkrankungen, sowie unabhangig vom Erstdiagnosealter
und Tumorphanotyp indiziert und in Kooperation mit den zertifizierten FBREK-Zentren

abrechenbar (https://www.krebsgesellschaft.de/zertdokumente.html).

46


https://www.krebsgesellschaft.de/zertdokumente.html

Checkliste zur Erfassung einer méglichen erblichen Belastung fiir Brust- und/oder Eierstockkrebs'
! inkl. DCIS, Ovari: inom inkl. -Tumore (BOT), primére Tuben- u. Peritonealkarzinome u. STIC

Name Patientin/Patient: Geburtsdatum: D KG H

KREBSGESELLSCHAFT

A. Patient/in und deren Geschwister / Kinder

[Auftreten bei Patientin/Patient Anzahl| Gewichtung | Ergebnis
cines inoms bei der Patientin vor dem 36. Geburistag 3 0
cines triple-negativen Mammakarzinoms bei der Patientin vor dem 60. Geburtstag” 3 0
cines unilateralen Mammakarzinoms bei der Patientin vor dem 50,51 Geburtstag 2 0
cines bilateralen Mammakarzinoms bei der Patientin, das erste vor dem 50,51 Geburtstag 3 0
eines uni- oder bilateralen Mammakarzinoms bei der Patientin nach dem 51. Geburtstag 1 0
Gines uni- oder bei dem Patienten (mannich)” 3 |  Zunachst wird d;e :"Zah' bekannter
cines Ovarialkarzinoms bei der Patientin vor dem 80, Geburtstag” 3 0| and Kindom sinschlioRich dor aktuslion
cines Ovarialkarzinoms bei der Patientin 2 0 der Patientin sowie in der

Auft bei Kindern, i und deren Kindern miitterlichen und véterlichen Linie erfragt.
eines bei [To vor dem 36. 3 0 D Zahi " it don jowail
- - - - iese Zahlen werden mit den jeweiligen
eines bei Schwestern/T vor dem 50./51.” Geburtstag 2 0 Gewichtungen mulipliziert. Dann wird die
sines bi i bei To . das erste vor dem 50./51.” Geburtstag 3 0 Summe aus diesen Ergebnissen
eines uni- oder bil bei Schwestern/Té i nach dem 51. Geburtstag 1 0 errechnet und in die Felder A und B und
eines uni- oder bil bei Briidern/Sahnen/Neffen 2 0|  Ceingetragen.
eines Ovarialkarzinoms bei Schwestern/Téchtern/Nichten 2 0 Der hohere der beiden Werte aus den
A 0] Feldern B und C wird in Feld D

B. Miitterliche Linie (incl. Mutter) eingetragen.

Auftreten Anzahl| Gewichtung | Ergebnis Der errechnet sich dann

eines Mammakarzinoms bei einer Angehdrigen vor dem 36. Geburtstag 3 0 aus der Summe der Felder A und D

eines unil bei einer vor dem 50./51." Geburtstag 2 0 Eine Risikoberatung in den

eines bi i bei einer Angehrigen, das erste vor dem 50./51.” Geburtstag 3 0 ausgewiesenen Zentren ist bei Scores

sines uni- oder bei einer Angehdrigen nach dem 51 Geburistag 1 0|  23Punktenzu empfehlen

eines bei einem angehdrigen Mann 2 o| Diese chlusskriterien gelten nur

in K mit den zer

cines Ovarialkarzinoms bei einer Angehérigen 2 0 FBREK-Zentren , die diese im Rahmen

Summe weitere miitterliche Linie B 0]

der Wissen generierenden Versorgung

validieren. Die anderen
C. Viterliche Linie (incl_ Vater) Einschlusskriterien entsprechen den
— - Vorgabe des EBM.

Auftreten _ _ Anzahl| Gewichtung | Ergebnis Version: 06. Januar 2023 (C)
eines Mammakarzinoms bei einer Angehdrigen vor dem 36. Geburtstag 3 0 tfalen-Lippe,
eines bei einer igen vor dem 50./51.” Geburtstag 2 0] Deutsche Krebsgesellschaft,

" = — = - Deutsche Gesellschaft fiir Senologie,
eines bei einer Ar das erste_vor dem 50./51." Geburtstag 3 0| Deutsahes Konsorium fir Erblichen Brust-
ines uni- oder bi bei einer Angehérigen nach dem 51. Geburistag 1 0 und
cines bei einem angehérigen Mann 2 0
eines Ovarialkarzinoms bei einer Angehérigen 2 0

Summe viterliche Linie C 0]

D. Der hohere Wert aus B und C

E. Summe aus A und D = Risiko-Score A+D 0|

Abbildung 1: Checkliste zur Erfassung einer méglichen erblichen Belastung flir Brust- und/oder Eierstockkrebs
(Quelle: https://www.krebsgesellschaft.de/zertdokumente. htmi)

Das Ergebnis der genetischen Testung kann potenziell therapeutische Relevanz haben und
ermdglicht die Identifizierung von Familien, die bislang nicht durch die festgelegten Kriterien
erfasst wurden. Ebenso kénnen gesunde Familienangehdrige durch eine risikoadaptierte
Pravention und gegebenenfalls von einer psychosozialen Entlastung profitieren. Darlber
hinaus erlaubt die Keimbahnanalyse eine personalisierte Risikopradiktion fir assoziierte

Karzinome, wie zum Beispiel das Prostatakarzinom.

Neben der beschriebenen Risikoerhéhung fur Brutkrebs bei Mannern werden pathogene
BRCA1 und insbesondere BRCAZ2 Varianten ebenso mit einem erhdhten Risiko fir
Prostatakrebs assoziiert."*%'*® In einer kirzlich durchgefiihrten prospektiven Studie wurde
das kumulative Lebenszeitrisiko, bis zum Alter von 85 Jahren an Prostatakrebs zu
erkranken, fiir BRCA1-Trager auf 29% und fir BRCA2-Trager auf 60% geschéatzt.'* Obwohl
die Rolle der beiden Hochrisikogene in der Entstehung von Prostatakrebs noch nicht
abschlielend geklart wurde, werden pathogene Varianten in beiden Genen mit einer
aggressiveren Erkrankung und einer unglinstigeren Prognose in Verbindung gebracht. 2144
Gleichzeitig eréffnet die Biologie der Tumorzellen mit BRCA1/2-Mutationen die Mdglichkeit

einer gezielten Therapie durch den Einsatz von PARP-Inhibitoren. Initial zugelassen in der
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Behandlung des fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms und folgend beim fortgeschrittenen
Mamma- und Pankreaskarzinom mit entsprechend vorliegendem Nachweis einer BRCA1/2-
Mutation, ist der Einsatz von PARP-Inhibitoren ebenfalls in der Behandlung des
Prostatakarzinoms indiziert."**'*6'%” Die Empfehlung zur BRCA1/2 Testung richtet sich der
aktuellen S3-Leitlinie Prostatakarzinom zufolge auf Basis der PROfound-Studie an Patienten
mit metastasiertem, kastrationsresistentem Prostatakarzinom, bei denen bereits eine
Therapie mit neuen hormonellen Substanzen durchgefiihrt wurde. Die Entscheidung fir eine
pradiktive genetische Testung auf pradisponierende Keimbahnmutationen wird in der Regel
auf individueller Basis getroffen und folgt bislang keinen standardisierten Richtlinien. Die
individuelle Risikobewertung flr Prostatakrebs orientiert sich an verschiedenen Faktoren,
einschliellich der Familiengeschichte, des Alters des Patienten und weiterer klinischer
Merkmale. Zukinftige Kooperationsprojekte und die Schaffung von Schnittstellen zwischen
den Bereichen der gynadkologischen und urologischen Beratung sowie der Humangenetik
kénnten ausschlaggebend sein, um die Versorgung und Beratung zu verbessern.

Aktuell plant das DK FBREK in Kooperation mit der Martini-Klinik Prostatakrebszentrum
Hamburg bezlglich des erhdhten Risikos, an einem Prostatakrebs zu erkranken, eine

intensivierte Friherkennung im Rahmen einer klinischen Studie zu etablieren.

Obwohl Multigenpanels in der Brustkrebsdiagnostik immer haufiger als etablierter Standard
eingesetzt werden, gibt es bisher nur eine begrenzte Anzahl an Studien, die den Einfluss von
pathogenen Varianten in anderen Genen als BRCA1/2 auf das Brustkrebsrisiko bei Mannern
untersucht haben. In unseren umfassenden Untersuchungen konnten wir bestatigen, dass
eine signifikante Risikoassoziation zwischen mannlichem Brustkrebs und pathogenen
Varianten in den vermuteten Brustkrebs-Pradispositionsgenen PALB2, CHEK2 und ATM
besteht. Insbesondere bei  mannlichen Tragern pathogener Varianten im
Tumorsuppressorgen PALB2 ist das Risiko fur Brustkrebs mit einer Odds Ratio (OR) von
14,77 (p<0,0001), verglichen mit den bertcksichtigten ExXAC-Kontrollen, am starksten erhéht.
Unsere Befunde stehen im Einklang mit vorherigen Forschungsarbeiten, die bereits
Assoziationen zwischen pathogenen Varianten in PALB2 und dem Risiko flir mannlichen
Brustkrebs mit entsprechenden Odds Ratios zwischen 9,63 und 17,30 nachgewiesen
haben.®®'*® Das Ergebnis unterstreicht damit die Bedeutung von PALB2, welches als
funktioneller Partner von BRCAZ2 eine entscheidende Funktion im Reparaturmechanismus
der homologen Rekombination von Doppelstrangbrichen Ubernimmt und bei genetischen
Testungen zur ldentifizierung erblicher Brustkrebsfalle bei Mannern einbezogen werden
sollte.57:6:6¢

In ihren Empfehlungen hat die ACMG kurzlich darauf hingewiesen, dass pathogene PALB2-

Keimbahnmutationen ebenso im Hinblick auf Therapieentscheidungen und im Rahmen von
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Studien als aquivalent zu BRCA1/2-Varianten betrachtet werden sollten.’*® Neben dem
verbundenen erhohten Brustkrebsrisiko, wurden pathogene PALBZ2 Keimbahnmutationen
auch in Familien mit einer erhohten Inzidenz von Bauchspeicheldrisenkrebs nachgewiesen.
Inwiefern mdogliche verbundene Risiken im Rahmen einer genetischen Beratung bei
mannlichen Ratsuchenden kommuniziert werden sollen, ist weiterhin fraglich.

Die Rolle von CHEK2 im Zusammenhang mit mannlichem Brustkrebs wurde in jlingsten
Untersuchungen kontrovers diskutiert. Eine Studie von Pritzlaff et al. stufte CHEKZ2 als
moderates Risikogen ein.*’ Im Gegensatz dazu konnten andere Analysen keinen klaren
Zusammenhang zwischen CHEKZ2 und der genetischen Anfalligkeit fir mannlichen
Brustkrebs zeigen.®®** Die vorliegende Erhebung ergab, dass pathogene Varianten in
CHEK2 mit einer Pravalenz von 3,2% (11/340) die am haufigsten auftretenden genetischen
Abweichungen in der Gruppe der Patienten ohne BRCA1/2-Mutation darstellten. Au3erdem
konnten wir einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen pathogenen Varianten
in CHEK2 und dem Brustkrebsrisiko bestatigen (OR = 3,78, CI: 1,59-7,71, p = 0,002).
Wahrend der Zusammenhang zwischen pathogenen Keimbahnvarianten im CHEK2-Gen
und der Pradisposition fir Brustkrebs bei Frauen seit Jahren bekannt ist, sind die
Méglichkeiten fir den Umgang auch im Patientenkollektiv weiblicher Mutationstragerinnen in
der klinischen Praxis weiterhin begrenzt. Die aktuellen Praxisempfehlung der ACMG
verdeutlichen, dass die Spannweite des assoziierten Brustkrebsrisikos in ihrer Auspragung
erheblich variiert und das Erkrankungsrisiko von einer Reihe weiterer Faktoren beeinflusst
wird.”® Demnach sollten sich klinische Entscheidungen an einer individuellen
Risikoabschatzung orientieren, die von Experten durchgefihrt wird. Derzeit werden
Brustkrebspatienten mit zugrundeliegender CHEK2-Keimbahnmutation keine gezielten
medizinischen Behandlungen empfohlen.

Die gegenwartigen Untersuchungsergebnisse haben darlber hinaus eine statistisch
signifikante Korrelation zwischen pathogenen Varianten in ATM und dem Auftreten von
Brustkrebs bei Mannern aufgezeigt (OR = 3,36, Cl: 0,89-8,96, p = 0,04). Da unsere Kohorte
lediglich 5 Trager pathogener ATM-Varianten umfasste, sind zuklnftige Studien mit gréReren
Stichproben erforderlich, um die Rolle von ATM abschlielend zu bewerten und das
Brustkrebsrisiko fir Manner mit pathogenen Veranderungen in diesem Gen genauer
einzuschatzen.” Im Gegensatz zu den auffalligen Unterschieden in der
Haufigkeitsverteilung pathogener Varianten in den Brustkrebsrisikogenen BRCA71 und
BRCA2 zwischen mannlichen und weiblichen Patientinnen, prasentiert sich die Pravalenz
pathogener Varianten in anderen Genen, die zur genetischen Pradisposition beitragen, wie
PALB2, CHEK2 und ATM weitestgehend &hnlich bei beiden Geschlechtern. 252 Es sind

zusatzliche Assoziationsstudien sowohl in Familien mit bekanntem Brustkrebsrisiko als auch
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in der Allgemeinbevdlkerung erforderlich, um den Zusammenhang von Genen wie PALB2,
CHEK2 und ATM und dem Auftreten von Brustkrebs bei Mannern weiter zu bestatigen.
Durch den Zugewinn weiterer Evidenz koénnen prazisere Risikoberechnungen und
Empfehlungen fur die Friherkennung und Pravention von Brustkrebs bei betroffenen
Mannern entwickelt werden. Gene mit hoher Penetranz wie BRCA1 und BRCAZ2 sowie die
beschriebenen Gene mit fraglicher moderater Penetranz wie CHEK2, PALB2 und ATM
kénnen die genetische Anfalligkeit fur mannlichen Brustkrebs nicht vollstandig erklaren.
Ebenso sind umfangreichere Studien notwendig, um die Bedeutung der weiteren
untersuchten Gene genauer zu analysieren, die nur selten pathogene Varianten aufweisen.
Von besonderer klinischer Bedeutung konnte kunftig zusatzlich die Bericksichtigung der
Auswirkung mehrerer krankheitsassoziierter Niedrigrisikovarianten sein, die in lhrer
Kombination als Polygenic Risk Score (PRS) multiplikativ wirken und eine genauere
Bewertung des individuellen Krebsrisikos ermdglichen. Das CanRisk Prostate Modell gilt in
diesem Sinne als erstes validiertes Modell zur personalisierten Risikoabschatzung fir
Prostatakrebs.'®? Es bietet die Grundlage fiir eine prazise Beratung von Mannern hinsichtlich
ihres personlichen Erkrankungsrisikos und erdffnet Perspektiven fir die Implementierung
risikoadaptierter Screeningstrategien. Obwohl es derzeit nicht mdglich ist, das
Brustkrebsrisiko fur Manner in der Allgemeinbevdlkerung mittels PRS zu differenzieren,
kénnten mannliche BRCA1/2 Keimbahnvariantentrager eine Untergruppe darstellen, die
moglicherweise von einer genaueren Risikostratifizierung mittels PRS profitierten. Die
Ergebnisse der bisher grofiten verfiigbaren Fall-Kontroll-Studie von Barnes et al. konnten
zeigen, dass die kirzlich entwickelten PRS ebenfalls jeweils mit dem Risiko fur Brust- und
Prostatakrebs bei méannlichen Tragern pathogener Varianten in BRCA1/2 assoziiert sind.>
Neben Barnes et al. konnten auch Lecarpentier et al. eine signifikante Assoziation zwischen
der PRS und dem Brust- und Prostatakrebsrisiko bei Mannern mit pathogenen BRCA1/2
Varianten nachweisen.”’ Die Integration eines PRS in die klinische Praxis konnte die
Méoglichkeiten zur praziseren Stratifizierung des individuellen Brust- und Prostatakrebsrisikos
bei mannlichen BRCA71/2-Variantentragern erweitern und dazu beitragen, individuelle
Praventionsstrategien far Manner mit entsprechend zugrundeliegenden
Keimbahnveranderungen zu entwickeln. Inwieweit die Einbindung dieser PRS die klinischen
Entscheidungen und die Versorgung von mannlichen BRCA1/2-Tragern beeinflusst, sollte im
Rahmen zukiinftiger Implementierungsstudien ermittelt werden.>®

Die Ergebnisse unserer Untersuchung kénnten ebenso im Hinblick auf die Entwicklung von
Risikovorhersagemodellen, wie beispielsweise das auf dem BOADICEA-Modell (Breast and
Ovarian Analysis of Disease Incidence and Carrier Estimation Algorithm)'®® basierende
Online-Tool CanRisk bertcksichtigt werden. Das umfassende multifaktorielle Modell zur

Risikostratifizierung integriert neben den Auswirkungen von pathogenen Varianten in
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BRCA1/2, PALB2, CHEK2 und ATM auch einen PRS, sowie weitere bekannte Risikofaktoren
und zielt in seiner Kombination darauf ab, die Bewertung des individuellen Brustkrebsrisikos

zu optimieren und Entscheidungen Gber Praventions- und Screeningstrategien zu treffen.

Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung und der damit verbundenen bislang unzureichenden
Studienlage ergeben sich gegenwartig besondere Herausforderungen in der klinischen
Versorgung des mannlichen Mammakarzinoms. Eines der Hauptprobleme stellt weiterhin
das begrenzte Bewusstsein fiir Brustkrebs bei Mannern in der Offentlichkeit und beim
medizinischen Personal dar. Wahrend der weibliche Brustkrebs eine breite o6ffentliche
Aufmerksamkeit erfahrt und  Brustkrebszentren etablierte  Strukturen fur die
Routineversorgung bieten, die speziell auf die medizinischen und psychosozialen
Bedurfnisse von Frauen ausgerichtet sind, sind diese flir mannliche Patienten bislang
begrenzt und wenig zuganglich. Das Forschungsprojekt ,N-MALE® hat sich mit der
medizinischen und psychosozialen Bedurfnissituation von mannlichen Brustkrebspatienten in
Bezug auf Pravention, Diagnose, Behandlung, Rehabilitation und Nachsorge befasst. Ziel
war es, herauszufinden, welche MaRnahmen ergriffen werden kénnen, um die Versorgung
der Betroffenen langfristig zu verbessern.”® Von entscheidender Bedeutung ist es, das
Bewusstsein flr Brustkrebs bei Mannern sowohl in der Offentlichkeit als auch in der
wissenschaftlichen Forschung zu starken, um frihzeitige Diagnosen zu ermdéglichen und
gleichzeitig Unsicherheiten im Umgang mit der Erkrankung und Stigmatisierung zu
reduzieren. Perspektivisch sollten im Gesundheitssystem Strukturen etabliert werden, die
entsprechenden Zugang sicherstellen und klare Verantwortlichkeiten in der interdisziplindren
Versorgung an Brustkrebs erkrankter Manner festlegen. Vorangegangene Untersuchungen
konnten in diesem Zusammenhang ebenso die Notwendigkeit unterstreichen,
geschlechtsspezifische evidenzbasierte Gesundheitsinformationen bereitzustellen, die
Patienten bei ihrer partizipativen Entscheidungsfindung unterstiitzen sollen.”® Ein
wesentlicher Aspekt stellt auRerdem der Bedarf an Informationen Uber die mdglichen
Auswirkungen einer genetischen Veranlagung, ebenso im Hinblick auf mogliche
psychosozialen Effekte dar. '°¢1%

Idealerweise sollte die genetische Beratung eine individuelle Risikobewertung, geeignete
genetische Tests und ein personalisiertes onkologisches Versorgungsprogramm fur
mannliche  Brustkrebspatienten und ihre  potenziell —gefahrdeten  gesunden
Familienangehérigen entsprechend ihrer spezifischen genetischen Veranlagung vorsehen.?
Bei mannlichen Brustkrebspatienten stellt die genetische Testung auf Keimbahnmutationen
in BRCA1/2 und PALB2 die erste Wahl fir die Mutationsanalyse dar. Dariber hinaus kénnen
zusatzliche Gene, die mit einem erhdhten Brustkrebsrisiko assoziiert werden, wie ATM und

CHEK?2 fur die genetische Testung in Betracht gezogenen werden. Es besteht jedoch nach
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wie vor Unsicherheit dariber, in welchem Umfang die jeweiligen Risiken in der klinischen
Praxis oder ausschlieRlich im Rahmen von Forschungsprojekten kommuniziert werden
sollten. Die Analyse weiterer Gene, wie TP53, STK11 und PTEN kann erwogen werden,
sofern die Familienanamnese auf entsprechende Syndrome wie Li-Fraumeni, Cowden- oder
Peutz-Jeghers hindeutet. Gegenwartig liegt keine formelle Empfehlung fur den Einsatz von
Multigenpaneltestungen in der genetischen Beratung von mannlichen Brustkrebspatienten
vor und es fehlt weiterhin an ausreichender Evidenz, um ein spezifisches Genpanel fir
Manner mit Brustkrebs vorzuschlagen. Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung kdénnten
internationale Kooperationsbemuhungen erforderlich sein, um diese Frage zu klaren. Gerade
im Hinblick auf die zukinftige Erforschung und Bewertung der Risikogene bietet das
dynamische TruRisk® Genpanel des DK-FBREK entscheidende Vorteile. Die umfassende
Genpanelanalyse berlcksichtigt neben den etablierten Risikogenen weitere noch zu
validierende Kandidatengene und ihr standardisierter Einsatz sollte ebenso in die genetische

Diagnostik mannlicher Brustkrebspatienten integriert werden.

Die Anwendung von Multigenpanelanalysen ermdoglichen durch die massive parallele
Untersuchung von vielen Bereichen des Genoms die Identifizierung zahlreicher
Sequenzvarianten. Im Vergleich zu Einzeltestungen flhrt dies jedoch dazu, dass die Anzahl
nicht eindeutig klassifizierbarer Varianten steigt. Eine besondere Herausforderung stellt in
diesem Zusammenhang die funktionelle Charakterisierung und Interpretation dieser
sogenannten Varianten mit unklarer Signifikanz (VUS) dar. Das DK FBREK hat auf die
steigende Anzahl genetischer VUS und die fortlaufende Analyse neuer Risikogene mit
verschieden Mallnahmen reagiert, die einem mittlerweile standardisierten Ansatz
folgen."'® Durch die Einrichtung eines interdisziplindren Expertengremiums (VUS Task
Force) werden die von den Konsortialzentren gemeldeten Genvarianten hinsichtlich ihrer
Klassifizierung gepruft und gegebenenfalls der aktuellen Datenlage angepasst. In diesem
Zusammenhang wurden eigene Richtlinien fur die Klassifizierung von Sequenzvarianten in
den bekannten Risikogenen fur Brust- und Eierstockkrebs erstellt, die auf den Richtlinien des
internationalen ENIGMA-Konsortiums (Evidence-based Network for the Interpretation of
Germline Mutant Alleles; https://enigmaconsortium.org) fiur BRCA1/2 und den ACMG-
Richtlinien (American College of Medical Genetics) basieren. Im Rahmen von weiteren
Analysen wie das von der Deutschen Krebshilfe unterstiitzte Forschungsprojekt HerediVar
des DK-FBREK, das darauf abzielt die Neubewertung in Zukunft automatisiert und damit
schneller durchzufiihren, soll die Rate genetischer VUS reduziert werden.'®® Dariiber hinaus
konnte das Konsortium ein Ruckrufsystem etablieren, das sicherstellt, dass Trager von
Sequenzvarianten im Falle einer aufgrund neuer Erkenntnisse aktualisierten

Variantenbewertung unverziglich Uber die angepasste Klassifizierung durch die Task Force
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informiert werden. Weiterhin wurden multiprofessionelle genetische Diagnostikgremien
eingefuhrt, die Mutationen hinsichtlich ihrer klinischen Auswirkungen bewerten. Inwieweit
assoziierte Risiken kommuniziert werden, sollte gerade im Hinblick auf mdgliche Screening-
und Behandlungsoptionen sowie potenzielle psychische Auswirkungen auf die Betroffenen

untersucht werden.

Bislang werden die Empfehlungen flir das Brustkrebsscreening fur Manner uneinheitlich
diskutiert.' Nach der aktuellen S3-Leitlinie und den Richtlinien der Kommission Mamma
werden fur Manner, bei denen nach einer genetischen Beratung und einem Gentest ein
erhdhtes Brustkrebsrisiko festgestellt wurde, keine speziellen Screeningverfahren oder
Friherkennungsmafnahmen empfohlen. (www.ago-online.de; S3 Leitlinie Mammakarzinom)
Wahrend nicht an Brustkrebs erkrankten weiblichen BRCA1/2-Mutationstragerinnen ein
multimodales intensiviertes Friiherkennungsprogramm angeboten wird, das zum Nachweis
friher Tumorstadien die arztliche Tastuntersuchung, Ultraschalldiagnostik, sowie
Mammografie und Kernspintomographie umfasst, erfolgt die
Krebsfriherkennungsuntersuchung bei Mannern im Rahmen der Regelversorgung und
beschrankt sich im Wesentlichen auf die Selbstuntersuchung. Lediglich bei begrindetem
klinischem Verdacht wird eine weitere bildgebende oder invasive Diagnostik durchgefihrt.
Bei nachgewiesener BRCA1/2 Mutation sollte zusatzliche eine Aufklarung tber verbundene
Erkrankungsrisiken fur mannliche Familienangehdrige erfolgen.

Weiterhin gilt es zu untersuchen, inwieweit der Keimbahnmutationsstatus in BRCA1/2, ATM,
CHEK2 und PALB2 das Ansprechen auf zielgerichtete Therapien wie beispielsweise auf
PARP-oder CDK4/6-Inhibitoren bei mannlichen Mammakarzinom-Patienten beeinflusst. Die
derzeitige Behandlung basiert auf Studien, die vordergriindig bei weiblichen Patienten
durchgefihrt wurde, obwohl verfligbare Daten darauf hinweisen, dass das mannliche
Mammakarzinom unterschiedliche molekulare und klinisch-pathologische Merkmale
aufweist, die moglicherweise andere klinische Ansatze rechtfertigen.’®’ Die Beteiligung
mannlicher Brustkrebspatienten an speziell fur diese Patientengruppe konzipierten klinischen
Studien ist in diesem Zusammenhang entscheidend, um in Zukunft die besten
therapeutischen Optionen zu identifizieren. Weiterhin sind grolkere unabhangige
Populationsstudien erforderlich, um unter anderem das mit den verschiedenen Mutationen
verbundene Lebenszeitrisiko flr Brustkrebs zu bewerten und die optimalen
Vorsorgestrategien fir Manner, die diese genetischen Varianten tragen, zu bestimmen. Um
dieses Ubergeordnete Ziel zu unterstitzen, kbénnten perspektivisch insbesondere
kollaborative Anstrengungen weitere Fortschritte erzielen, wie beispielsweise das
umfassende internationale Confluence Projekt des US-amerikanischen National Cancer

Institute (https://confluence.cancer.gov, aufgerufen am 14. Dezember 2024). Das Projekt
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integriert dabei sowohl bestehende als auch neue genetische Daten, die im Rahmen
genomweiter Studien gesammelt wurden. Dazu gehoéren Informationen aus mehreren
Konsortien wie dem BC Association Consortium (BCAC, dem Consortium of Inverstigators of
Modifiers of BRCA1/2 (CIMBA) um dem kdrzlich gegriindete Konsortium fir die Genetik von
mannlichem Brustkrebs (MERGE).

Die vorliegende Untersuchung weist einige Einschrdnkungen auf. Zunachst bestand die
untersuchte Stichprobe Uberwiegend aus mannlichen Brustkrebspatienten, die die bis zum
Zeitpunkt der Datenerhebung geltenden Einschlusskriterien des DK-FBREK erflllten und in
entsprechenden Konsortialzentren betreut wurden. Dies kdnnte zu einer Uberreprasentation
von Patienten mit einer positiven Familienanamnese geflihrt haben. Infolgedessen sollten die
Ergebnisse dieser Studie in grolkeren vorab nicht selektierten Stichproben von Patienten
validiert werden. Daruber hinaus wurde die Pravalenz pathogener Varianten bei nicht
erkrankten Personen anhand von nicht-finneuropaischen ExAC-Daten ermittelt, anstatt
angepasste Kontrollen zu verwenden. Dieser Ansatz konnte ebenso zu Verzerrungen in den
Ergebnissen gefiihrt haben. Darlber hinaus wurden Patienten, die initial ausschlieflich auf
Mutationen in den beiden Risikogenen BRCA1/2 getestet und positiv befundet wurden,

keiner weiteren umfassenden Genpanel-Analyse unterzogen.
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6.2 Methodik

6.2.1 Genauswahl

Zur molekulargenetischen Analyse der zugrundeliegenden Keimbahnmutationen in der in
dieser Ubersichtsarbeit untersuchten BRCA1/2-negativen Patientenpopulation wurde
einerseits auf Ergebnisse vorangegangener Genpaneltestungen zurlickgegriffen, die bereits
von den jeweiligen Konsortialzentren umfassend durchgefihrt und dokumentiert wurden.
Zusatzlich wurden multizentrisch DNA-Proben von mannlichen Brustkrebspatienten fir
anschlieBende Genpanel-Sequenzierungen gesammelt, deren genetische Untersuchung
vorab primar auf die beiden Hochrisikogene BRCA1/2 beschrankt war.

Im Rahmen der durchgefiihrten NGS-Analysen wurden die kodierenden Sequenzen, der auf
dem PERSPECTIVE-Panel bertcksichtigten Gene untersucht. Das zur Verfigung gestellte

Genpanel bezieht sich auf 251 verschiedene Gene und setzt sich wie folgt zusammen.

BRIDGES Quebec’s Toronto’s Salt Lake City ’s Cologne genes Cambridge’s
genes genes genes genes genes
Jacques Simard Gary Bader David Goldar Rita Schmutzler Doug Easton
Arnaud Droit Irene Andrulis Sean Tavtigian Alfons Meindl Jamie Allen
Maxime Vallée Bing-Jen Feng Eric Hahnen
1 AKT1 1 KRT36 1 PHF2 1 BAZ1B ABCG2 1  KIF4B 36 ATRIP 71 TP53TG5| 1 TYRO3
2 ATM 2 TRPM1 y PHRF1 2 GSG2 ITGA10 2 CEP104 37 BLOC1S2 72 TRIM42 HLA-DRB5S
3 BARD1 3 C4orf48 3 FGFR3 3 POLR3A KIF18A 3  PBXIP1 38 C6orf211(arut1) 73 UVSSA 3 MED23
! BRCA1 4 CHEK2 4 HIST1H4E 4 MSTIL 4 CCDC11(ctars339 CDKN2A 74 XDH 4 DNAH11
5 BRCA2 5 DLX6 5 WRNIP1 PTCH1 £ LAMC3 40 CDS1 75 ZFAND1 5 BPTF
5 BRE 5 RNF175 5 TXLNA 5> CLUH SPATA21 41 CEACAM1 76 ZWINT TTC6
7 BRIP1 7/ DGAT2 /  TARDBP 7 FANCA SMARCAL1 42 CEP55 7 DYNC2H1
8 CDH1 8 MYH7B 8 EPS8L2 8 FHL3 8 CLEC10A 43 CTBP1 8 DNAHS8
9 CHEK2 9 CLCN2 9 INPP5D 9 EAF2 ATP2A1 9 ADRATA 44 DARS2 g NIPBL
10 EPCAM 10 ERCC2 10 MAP1S 10 SUPT3H ZBTB39 10 ANKK1 45 DHFRL1 10 FBXO11
11 FAM175A OTOP1 11 USP5 11 SUPT6H TCF7 11 PTK2B 46 EAF2 11 PRMT9
12 FANCC 12 TRIM63 12 MAPT 12 GOLGASB SLC4A7 12 NTRK3 47 EHHADH 12 ATP2C1
13 FANCM 13 SEC23B 13 TNK1 13 GRM6 48 TYRO3 13 TCF7L2 48 EML5S 13 SLC22A10
14 GEN1 14 ARL14EP 14 E4F1 14 FANCD20$49 OR4F17 14 PIK3CG 49 FIGNL1 14 PDS5B
15 MEN1 15 CCDC7 15 GSG2 15 SCN7A 50 RIC1 15 EPHA10 50 GINS4 15 CLINT1
16 MLH1 16 ENO3 16 PTPRN 16 NR3C2 51 SERPINF1]16 PAK6 51 GOLGASB 16 PRRC2C
17 MRE11A 17 OPRM1 17 TMEM161A | 17 ABCC2 52 LRIG3 17 IRAK4 52 GZMB 17 EFCABS
18 MSH2 18 MICAL1 18 NUDT1 18 SLC4A8 53 ADRA1A 18 EGFR 53 HCAR1 18 CCDC66
19 MSH6 19 ASIP 19 NLRP12 19 LIPC 54 SIPA1L1 19 PRKCG 54 MAK 19 TIAM2
20 MUTYH 20 C6orf57 (spHars)| 20 DKKL1 20 NCKAP1L 55 | 20 RASA2 55 MARCO 0 PYROXD1
21 NBN 21 PLD2 21 SRRM2 1 IQGAP2 21 ATR 56 MCM5 21 ADAM29
22 NF1 22 ABCC2 22 SNX33 22 TRIO 5 2 TAB1 57 METTL2A ERCC6
23 PALB2 23 XDH 3 TACC3 23 PARP2 58 GNE 23 DNAJC11 58 NTHL1 23 ERCC3
24 PIK3CA 24 KRT40 WDR62 24 CDK11A 59 ADSSL1 24 SLC10A6 59 PCBP4
25 PMS2 25 NEK1 C. AUNIP 60 MAGIH 25 C2CD4A 60 PHAX
5 PPM1D 26 CIDEB ZWINT 26 FRMPD1 61 PINX1
27 PTEN 27 RECAQL 27 PCF11 TMEM206 27 SH2D6 62 RAD1
8 RAD50 28 SLC2A8 28 HIST1H2BD COL5A2 28 FAMS83B 63 RASEF
29 RADS51C | 29 DUOX2 29 SYDE1 BRIP1 29 UBE2U 64 RGS22
30 RAD51D 30 PCK2 30 AGFG2 FARP2 30 MMP27 65 RNF181
31 RECQL 31 TRPM4 31 ACAD9 SLC4A9 31 PDCD11 66 SIRT3
32 RINT1 32 EEFSEC 32 SRRT SLC22A5 32 HTN1 67 SLC22A13
33 STK11 SERPINB10 NUP107 FOXM1 33 ADAMTS12 68 SLX4
34 TP53 FARP2 34 YEATS4 MTMR11 34 ANKRD53 69 SMARCA2
35 XRCC2 NADSYN1 5 ZC3H10 AMFR 35 ARHGEF10L 70 TNC

Fir die retrospektive Auswertung bereits dokumentierter Genpaneluntersuchungen wurden
die beiden jeweils 34 Gene umfassenden TruRisk® Panel Versionen v1.0 und v2.0
verglichen. Das TruRisk® Genpanel wurde fir die Analyse von Brust- und Eierstockkrebs
assoziierten Risikogenen entwickelt und wird in der Routinediagnostik in den verschiedenen
Zentren des GC-HBOC eingesetzt. Neben der vom GC-HBOC definierten 10 Core-Gene
(ATM, BRCA1, BRCA2, CHD1, CHEK2, NBN, PALB2, RAD51C, RAD51D, TP53) werden

dabei zusatzliche Forschungsgene berucksichtigt, deren Einsatz einem standigen
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Validierungsprozess unterlegen ist und in verschiedenen Versionen dem aktuellen

Forschungsstand angepasst wird.

TruRisk® v1.0

EPCAM
T FANC(
IT™M BARD1 NF1
BRCAI FAM175A4 RECQL
BRCA2 FANCM SLX4
BRIPI MAP3KI
CDHI MRE11A
CHEK?2 MUTYH
PALB? PIK3CA
RADSI( PPMID
RADSID | PTEN
TPS3 RADS0
MLH]I RINTI
MSH?2 SMARCA4
MSH6 STK11
PMS2 XRCC2
NBN

] TruRisk® v2.0

Die finale Genauswahl setzt sich letztlich aus der Uberschneidungssumme der eingesetzten
verschiedenen TruRisk® und PERSPECTIVE-Panelgene zusammen und schlie3t insgesamt
27 Gene ein. Neben der bereits aufgelisteten Core-Gene werden dabei ebenso die Gene
BARD1, BRIP1, FAM175A, FANCM, MLH1, MSH2, MSH6, MRE11A, MUTYH, PIK3CA,
PMS2, PPM1D, PTEN, RAD50, RINT1, STK11, XRCC1 einbezogen.

6.2.2 DNA-Konzentrationsbestimmung und Verdiinnung
Fir die DNA-Quantifizierung in Vorbereitung auf die darauffolgende NGS-Prozessierung
wurden vorab 96-Well-Mikroplatten (Thermo Fisher Scientific, USA) mit den zu
analysierenden Proben zusammengestellt. Um die genaue DNA-Konzentration der einzelnen
Patientenproben zu ermitteln wurde das Quant-IT™ High Sensivity Kit fir Proben bis
100mg/ul und das Broad Range Kit flir Proben bis 1000ng/ul verwendet. Zunachst wurde
entlang des Arbeitsprotokolls die Quant-IT Working Solution, bestehend aus 199ul Quant-IT
Puffer und 1ul Quant-IT Reagent je Standard und Probe angesetzt. Wahrend die Standards
in einem Verhaltnis von 190ul Working Solution zu 10ul Probe kombiniert wurden, entsprach
das Mischungsverhaltnis der zu messenden DNA-Proben 1yl Probe zu 199ul Working
Solution. Fur Einzelmessungen wurde dartber hinaus das Qubit™ dsDNA Assay Kit
(Invitrogen, USA) verwendet. Die Quantifizierung der DNA-LOsungen erfolgte schlieRlich
uber das TECAN-Mikroplatten-Reader-System (TECAN, Mannersdorf, Schweiz), sowie Uber
das Qubit™ Fluorometer und dient als Grundlage fur darauffolgende DNA-
Verdunnungsschritte. Nach der DNA-Konzentrationsbestimmung wurden die Proben in
mehreren Verdlnnungsschritten mit H20 auf 50ng/ul und letztlich auf 10ng/ul verdiinnt. Die

Weitergabe der zu untersuchenden DNA-Proben erfolgte schliellich in der vorgegebenen
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Zielkonzentration von 10ng/ul und einem jeweiligen Volumen von 10ul in 96-Well Platten an

das Cologne Center for Genomics (CCG).

6.2.3 Next-Generation-Sequenzierungen (NGS)

Unter dem Begriff Next-Generation Sequencing (NGS) werden genanalytische
Hochdurchsatzverfahren zusammengefasst, die die parallele Sequenzierung und
gleichzeitige Vervielféltigung von DNA-Fragmenten ermdglichen. Die kostengunstige und
zeitsparende NGS-Technologie wird unter anderem in der molekulargenetischen Forschung
und Diagnostik eingesetzt und bietet aufgrund ihrer extrem hohen Sequenzierkapazitat,
héheren diagnostischen Sensitivitdt und vereinfachten Handhabung eine verlassliche
Alternative zur klassischen Einzelsequenzierung nach Sanger. Neben
Gesamtgenomsequenzierungen, werden bei Exomsequenzierungen lediglich die
kodierenden Bereiche des Genoms bericksichtigt. Darlber hinaus beschrankt sich die
parallele Anreicherung und Vervielfaltigung der Patienten-DNA bei der Multigen-Panel-
Sequenzierung auf kodierende Exons ausgewahlter krankheitsspezifischer Gene von
mdglicher klinischer Relevanz.

Die Sequenzanalysen der zu untersuchenden Proben wurden in der vorliegenden
Untersuchung als Auftrags-Sequenzierungen im Cologne Center for Genomics (CCG) auf
dem HiSeg4000 sowie NovaSeq 6000 von lllumina (lllumina, San Diego, USA)
vorgenommen. Fir die Sequenzierung wurden die kodierenden Genabschnitte der auf dem
PERSPECTIVE-Panel beriicksichtigten Gene nach dem Agilent SureSelect®™" Target
Enrichment Protokoll der Firma Agilent Technologies nach Herstellerangaben angereichert.
Die lllumina-Sequenzierung folgt dem Prinzip der ,Sequenzierung durch Synthese®, wobei
der Einbau der unterschiedlichen Basen Uber Fluoreszenzsignale gemessen wird. Bei
diesem Ansatz wird DNA fragmentiert und Uber spezifisch ligierte Adaptoren an einen
Glasobjekttrager (FlowCell) gebunden, auf dem die Sequenzierungsreaktion stattfindet.
AnschlieRend werden die DNA-Fragmente per Brickenamplifikation vervielfaltigt und es
entstehen auf der Tragerplatte Clusterbereiche identischer Sequenz. Der spezifische Einbau
eines zur DNA-Matrize komplementaren, fluoreszenzmarkierten Nukleotids kann schlief3lich
detektiert werden.'®2'®® Durch den gleichzeitigen softwaregestiitzten Abgleich gegen das
menschliche Referenzgenom GRCh38/hg19 werden die sequenzierten DNA-Fragmente, die
sogenannten Reads, in die richtige Reihenfolge gebracht (,Alignment®) und dargestellt. Die
Daten der NGS-Analyse wurden online uber die Analyse-Pipeline ,Varbank® des CCGs mit

zugehoriger Benutzerplattform zur spezifischen Auswertung zur Verfligung gestellt.
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6.2.4 Bewertung der Varianten — Datenbanken und Software

Varbank
FinchTV

Ensembl database

UCSC genome browse

ClinVar

https://varbank.ccg.uni-koeln.de/
Geospiza
http://www.ensembl.org/index.html
w

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

ExAC Exome Aggregation Consortium  http:/www.exac.broadinstitute.org

Mit der Einflhrung von NGS-Technologien und der damit einhergehenden enormen

Erweiterung der Komplexitéat der generierten Daten, stiegen auch die bioinformatischen

Anforderungen, diese Datenmengen sicher auszuwerten.

Um die auffalligen Sequenzen der analysierten Patienten-DNA mit der

korrekten

Referenzsequenz der Gene vergleichen zu kénnen, wurden den ausgewahlten Genen eine

entsprechende Referenzsequenz nach der NM-Nomenklatur aus dem NCBI-National Center

for Biotechnology Information, beziehungsweise nach der ENST-Nomenklatur (Ensembl

genome browser) zugeordnet.

ATM
BARD1
BRCA1
BRCA2
BRIP1
CDH1
CHEK2
FAM175A
FANCM
MLH1
MRE11A
MSH2
MSH6
MUTYH
NBN
PALB2
PIK3CA
PMS2
PPM1D
PTEN

NM_000051.3
NM_000465.3
NM_007294.3
NM_000059.3
NM_032043.2
NM_004360.4
NM_007194.3
NM_139076.2
NM_020937.3
NM_000249.3
NM_005591.3
NM_000251.2
NM_000179.2
NM_0011428425.1
NM_002485.4
NM_024675.3
NM_006318.3
NM_000535.6
NM_003620.3
NM_000314.6

ENST00000278616
ENST00000260947
ENST00000357654
ENST00000544455
ENST00000259008
ENST00000261769
ENST00000328354
ENST00000321945
ENST00000267430
ENST00000231790
ENST00000323929
ENST00000233146
ENST00000234420
ENST00000450313
ENST00000265433
ENST00000261584
ENST00000263967
ENST00000265849
ENST00000305921
ENST00000371953
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar

RADS0 NM_005732.3 ENST00000378823

RAD51C NM_058216.2 ENST00000337432
RAD51D NM_002878.3 ENST00000345365
RINT1 NM_021930.4 ENST00000257700
STK11 NM_000455.4 ENST00000326873
TP53 NM_000546.5 ENST00000269305
XRCC2  NM_005431.1 ENST00000359321

Die einzelnen identifizierten Sequenzvarianten in den betreffenden Genen wurden mit Hilfe
der Software Alamut Visual version 2.4 (Interactive Biosoftware, Rouen, Frankreich) und den
darin enthaltenen in-silico Programmen validiert und nach ihrer jeweiligen Pathogenitat
klassifiziert. Die Klassifizierung der Varianten basiert auf Kriterien des American college of
medical genetics and genomics (ACMG)*? Die detektierten Varianten werden entsprechend
der Empfehlungen der International Agency for Research on Cancer (IARC) in finf Gruppen
eingeteilt und entlang ihrer Sequenzfunktionalitat bewertet.** Klasse 1 entspricht dabei der
benignen Normavariante und prasentiert sich ohne klinische Relevanz, wahrend Klasse 2-
Varianten (,Likely benign“) als wahrscheinliche Normvarianten gelten. Varianten unklarer
klinischer Relevanz (VUS) werden der Klasse 3 zugeordnet und stellen vor dem Hintergrund
der enormen Zunahme der durch NGS-Verfahren generierten genomischen Daten die
bislang groRte Herausforderung in der Interpreatation von Varianten dar. Genvarianten der
Klasse 4 gelten als wahrscheinlich pathogen und werden mit den der Klasse 5 zugeordneten
Varianten, mit einem relevanten Funktionsverlust als pathogene Varianten

zusammengefasst.

6.2.5 Validierung der Kandidatengene
Fir die laborchemische Uberpriifung der detektierten Varianten durch Sequenzierungen
nach Sanger und die Vervielfaltigung der DNA mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
werden fir jedes Gen je ein Vorwarts- und ein Rickwarts Primer bendtigt. Es handelt sich
dabei um Oligonukleotide, die als Startpunkt fir DNA-replizierende Enzyme wie die DNA-
Polymerasen dienen. Grofltenteils konnte dabei auf im Labor etablierte Diagnostik-Primer,
sowie bereits vorhandene Primer flr Forschungszwecke der Firma Metabion international
AG zurlckgegriffen werden (ATM, BRCA1/2, CDH1, CHEK2, FANCM, NBN, PALB2, TP53).
Fir die Gene MUTYH, PPM1D und RAD50 mussten in einem ersten Schritt passende
Primer designt und bestellt werden. Dazu wurde zunachst die genaue Lokalisation der
Punktmutationen aus dem NGS-Datensatz enthommen und Uber die Online-Plattform
Ensembl dem entsprechenden Exon zugeordnet. Durch die Verwendung von Exon-

flankierenden Primern, die in der Regel kurze nicht-kodierende Bereiche des Introns
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abdecken werden die kodierenden Genabschnitte mittels PCR amplifiziert und anschlielend

mit der Kettenabbruch-Methode nach Sanger sequenziert.

6.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Zur Sequenzanalyse des gewunschten Genabschnitts wird das Verfahren der Polmerase-
Kettenreaktion (PCR) verwendet. Mittels QIAGEN®-Multiplex PCR-Kit (QIAGEN®, Hilden,
Deutschland) fir die Sanger Sequenzierung findet das Verfahren Anwendung in der
Bestatigung von Sequenzveranderungen nach erfolgter kompletter Genanalyse tber NGS.
Die PCR-Technik beschreibt eine enzymatische Methode zur in vitro Amplifikation definierter
DNA-Fragmente und beruht auf der zyklischen temperaturabhangigen Wiederholung von
Denaturierung, Anlagerung von Primern und Elongation des DNA-Strangs. Bestimmte
Sequenzabschnitte werden dabei durch die Verwendung sequenzspezifischer M13-Primer
exponentiell vervielfaltigt. Zunachst wird dazu ein PCR-Mastermix, bestehend aus 5ul
QIAGEN®-Multiplex PCR Mix, 2ul H20 und jeweils 1ul sequenzspezifischem Forward- und
Reverse-Primer pro Reaktion, angesetzt. Nach der Zugabe von 1ul der zu untersuchenden,
auf 30ng/ul verdinnten DNA wird der Reaktionsansatz auf 95°C erhitzt und die DNA
thermisch denaturiert. Es entstehen zwei zueinander komplementare DNA-Einzelstrange.
Die anschlielende Absenkung der Temperatur auf 54-60°C ermdglicht die Hybridisierung,
beziehungsweise Anlagerung der Primer an die Einzelstrange. Im Folgeschritt lagert eine bei
72°C aktive DNA-Polymerase in 3‘-5' Richtung Desoxyribonukleosidtriphospate (dNTP) mit
ihrem 5-Ende an das 3'-OH-Ende der Primer an und es entstehen zwei Doppelstrange, die
die durch den Primer festgelegten Sequenz aufweisen. Die PCR-Ansatze wurden Uber das
vollautomatisierte zyklische Temperaturregelungssystem eines Thermocyclers mit folgender

Programmierung inkubiert.

I.  Denaturierung/ Aktivierung bei 95°C fur 10 Minuten
i.  Denaturierung bei 95°C fur 15 Sekunden
ii. Primer-Hybridisierung bei 54°C-60°C fur 30 Sekunden
ii.  Amplifikation bei 72°C fiir 60 Sekunden
iv.  Finale Amplifikation bei 72°C flr 7 Minuten
[I.  Inkubation/ Pause bei 4°C

31 Zyklen
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6.2.7 Enzymatische Aufreinigung der PCR-Produkte
Damit die PCR-Produkte weiterverarbeitet werden konnen, ist eine enzymatische
Aufreinigung erforderlich, die das Ziel verfolgt, Gberschissige Desoxynukleosid-Triphosphate
und Primer aus PCR- und Sequenzieransatzen zu entfernen. Die Aufreinigung der PCR-
Produkte erfolgt mittels ExoSAP-IT™ (Affymetrix, UK Ltd, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) und unter Verwendung des Thermocyclers. Dabei wird Uber den
Einsatz der Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) die DNA phosphoryliert, wahrend das
Enzym Exonuclease 1 (Exo) verbliebene Nukleotide und Primer beseitigt. Im Thermocycler
werden die Reaktionsansatze, bestehend aus 1,5ul ExoSAP-IT™ und 3ul PCR-Produkt pro
Probe, zunachst fur 15 Minuten bei 37°C inkubiert, um die Enzyme zu aktivieren.
AnschlieRend folgt die Deaktivierung der Enzyme bei 80°C flr 15 Minuten und Bereitstellung

der aufgereinigten Produkte fur die Sequenzierung.

6.2.8 Sequenzanalyse nach der Sanger Kettenabbruch-Methode
Die Sequenzanalyse nach der Sanger Kettenabbruch-Methode dient im Allgemeinen der
korrekten Bestimmung der Basenabfolge innerhalb einen bestimmten DNA-Abschnitts und
wird zur Uberpriifung auffalliger Befunde im Anschluss an eine NGS-Analyse durchgefiihrt.
Seit ihrer Einfihrung in den 1970er Jahren, gilt die Methode als Goldstandard fiir die DNA-
Sequenzierung. Sie basiert auf dem Einbau vier verschiedener fluoreszenzfarbstoff-
markierter Didesoxynukleosid-Triphosphate (ddNTPs), die durch das Fehlen einer 3'OH-
Gruppe charakterisiert sind, und der sich anschlielenden Detektion der entsprechenden
Farbstoffsignale©. Ausgehend von einem eingesetzten Primer bekannter Sequenz wird
durch die DNA-Polymerase einer der beiden komplementaren DNA-Strange dem Prinzip der
Elongation folgend verlangert. Die =zuféllige Eingliederung eines modifizierten ddNTP
Nukleotids fuhrt zu einem vorzeitigen Kettenabbruch und zur Entstehung von
Sequenzprodukten unterschiedlicher Lange. In der vorliegenden Arbeit wurde eine
vollautomatisierte ~ Sanger = Sequenzierungsmethode  verwendet, bei der die
Kettenabbruchprodukte mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt werden und die Abfolge
der detektierten Farbsignale die Sequenz der Basen des sequenzierten DNA-Strangs
wiedergeben. Fir die Uberprifung von auffalligen DNA-Sequenzen der vorangegangenen
NGS-Analyse wurde das ABI PRISM BigDye Terminator v1.1 Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) eingesetzt. Der zunachst
angesetzte Mastermix fir die Sequenzier-PCR bestand aus 6,75ul ddH.0 (doppelt
destilliertem Wasser), 0,75ul BigDye™ Terminator v.1.1 und 1ul Sequencing Puffer und
wurde anschlieRend pro zu Uberprifende Probe mit 0,5ul sequenzspezifischem Primer

(forward oder reverse) und jeweils 1ul des aufgereinigten PCR-Produkts versetzt. Die
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Sequenzierung nach Sanger ahnelt dem temperaturabhangigen Ablauf einer herkdmmlichen

PCR und orientiert sich an dem wie folgt programmierten Ablaufschema des Thermocyclers.

6 Initiale Denaturierung bei 96°C fir 30 Sekunden
i.  Denaturierung bei 96°C fur 10 Sekunden
i.  Primer-Hybridisierung bei 55°C fir 5 Sekunden 15 Zyklen
ii.  Amplifikation bei 60°C fiir 90 Sekunden
[I.  Inkubation/ Pause bei 4°C

Die terminale Sequenzierung wurde Uber den Genetic Analyzer 3500xL (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, USA) durchgefuhrt. Infolge der kapillarelektrophoretischen
Auftrennung lieRen sich die verschiedenen farbstoffmarkierten ddNTPs durch
Laserbestrahlung zur Fluoreszenz anregen und in einen entsprechenden Peak im
Elektropherogramm abbilden. Die erhaltenen Sequenzen wurden anschliefend mit dem
Programm FinchTV Version 1.4.0 (Geospiza Inc, USA) ausgewertet. Ein Teil der Sanger
Sequenzanalysen wurde als Auftragssequenzierung im CCG durchgefiihrt und im Anschluss
ebenso uber das Programm FinchTV und den parallelen Abgleich Uber die bioinformatische

Analysesoftware Alamut Visual™ bestatigt.

6.2.9 Copy Number Variation (CNV)-Detektion und Multiplex Ligation
Probe Amplification (MLPA)

Die Ergebnisdateien der NGS-Analysen aller Proben eines Laufs werden im Folgeschritt
mittels bioinformatischer Analysesoftware auf grof3e Deletionen und Duplikationen aller
Panel Gene untersucht. Die bioinformatische Auswertung wurde von Dr. Corinna Ernst,
Zentrum Familidrer Brust- und Eierstockkrebs Uniklinik KoIn, durchgefuhrt. Zum Erkennen
und Auslesen der Kopienzahlvariationen (CNV) aus gezielten Panel-Sequenzierungsdaten
dienten vordergriindig die beiden Analysetools ExomeDepth und panelcn.MOPS. Auffallige
Sequenzen wurden anschlieBend MLPA-gestitzt Gberprift, um die detektierten CNVs zu

bestatigen.

Die Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)-Analyse beschreibt eine
Methode zur relativen quantitativen Darstellung von Kopienzahlveranderungen in bis zu 50
unterschiedlichen genomischen DNA bzw. RNA. Proben in einem Versuchsansatz. Die
Methode wurde erstmals 2002 beschrieben und ermdglicht anhand von Dosisunterschieden

Riickschliisse aus Duplikationen und Deletionen in den betreffenden Genbereichen.'®®
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Zunachst werden die Exon-spezifischen Sonden an der Zielsequenz hybridisiert und
anschlieend ligiert, sodass ein einzelnes, zusammenhangendes DNA-Fragment entsteht.
Das Ligationsprodukt wird anschlielend durch die Polymerase-Kettenreaktion amplifiziert
und letztlich fir die Fragmentanalyse mittels Kapillarelektrophorese auf dem Genetic
Analyzer 3500x| vorbereitet. Zur finalen Analyse der MLPA Daten konnte die Software
Coffalyse DB v. 13010 der Firma MRC Holland angewandt werden.

In dieser Arbeit wurden die SALSA MLPA-Kits der Firma MRC Holland P041 ATM-1 und
P042 ATM-2 zur Detektion von genomischen Deletionen und Duplikationen im ATM-Gen
verwendet, sowie das MLPA-KIT P190 fur die CNV-Detektion in CHEK2. Die MLPA
Analysen wurden freundlicherweise von Mohammad Kayali, Zentrum Familidrer Brust- und
Eierstockkrebs, Uniklinik Kéln durchgefuhrt.
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