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1 Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom (OC) gehdrt zu den zehn hédufigsten Tumorerkrankungen bei Frauen.
Durch die Abwesenheit spezifischer Symptome und das Fehlen geeigneter
Fritherkennungsmafnahmen wird die Erkrankung hédufig in fortgeschrittenen Stadien
diagnostiziert. In bis zu 18% der Falle ldsst sich die Erkrankung auf eine hereditéire
Pridisposition zuriickfithren.! Neben den etablierten Brustkrebsgenen BRCAI und BRCA2
konnten bereits weitere Risikogene fiir das Ovarialkarzinom identifiziert werden.

Die Pravalenz von Keimbahnmutationen in BRACI und BRCA2 bei fritherkrankten OC-
Patientinnen ist vergleichsweise gering. Von 4.975 erkrankten Patientinnen des Deutschen
Konsortiums Familidrer Brust- und Eierstockkrebs (GC-HBOC) trugen 35/433 OC-
Patientinnen mit einem Erkrankungsalter <35 Jahren BRCAI/2-Mutationen (8,1 %); dieser
Anteil stieg auf 20,0 % (146/729) bzw. 37,4 % (752/2012) bei einem Schwellenwert von <40
bzw. <50 Jahren bei Erstdiagnose (ED). Abgesehen von weiteren OC-Risikogenen, die mit
einem frithen Erkrankungsalter assoziiert sein konnen, wurde kiirzlich vermutet, dass
konstitutive BRCA I-Promotor-Hypermethylierung, die in aus Blut stammender DNA messbar
ist, einen weiteren Risikofaktor fiir OC darstellen konnte. In der vorliegenden Studie wurde
ein Kollektiv von 455 BRCAI/2-Mutations-negativen OC-Patientinnen mit einem
Erkrankungsalter <40 Jahren auf Keimbahnmutationen in weiteren etablierten OC-
Risikogenen (BRIP1, RAD51C/D, MSH2/6, PALB2) und OC-Kandidatengenen (ATM, MLH1,
MREI11A, NBN, PMS2, RAD50, TP53, SMARCA4) untersucht. Des Weiteren wurde die
BRCA I-Promotor-Methylierung aus Blut stammender DNA bei 423 dieser Patientinnen und
weiteren 476 weiblichen krebsfreien Kontrollpersonen quantifiziert.

Pathogene Keimbahnmutationen in zusétzlichen OC-Risikogenen wurden bei 24 der 455
Patienten identifiziert (5,27%). Die quantitative Methylierungsanalyse ergab bei 26 der 423
untersuchten OC-Patienten (6,1 %) eine BRCAI-Promotor-Hypermethylierung (=5 % Cut-
off), die signifikant hoher war als im Kontrollkollektiv (7/476, 1,5 %, OR: 4,39, 95 % KI :
1,79-11,22, p=,000). Die Ergebnisse bleiben signifikant mit einem Cut-off von >2 % (36/423
Félle vs. 20/476 im Kontrollkollektiv; OR: 2,12, p= ,008). Die Erkenntnisse aus der
vorliegenden Studie unterstiitzen die Hypothese, dass erworbene BRCA I-Hypermethylierung
einen OC-Risikofaktor darstellt. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die BRCAI-
Promotor-Hypermethylierung auch in dem entsprechenden Tumorgewebe nachzuweisen und

somit als dtiologisch fiir die Erkrankung zu identifizieren.



2 Einleitung

Im Jahr 2020 lag die geschitzte Anzahl neu diagnostizierter Ovarialkarzinome weltweit bei
etwa 313.000 Fallen. Somit gehorte das Ovarialkarzinom 2020 weltweit zu den zehn
hiufigsten neu diagnostizierten Krebserkrankungen bei Frauen.” In Deutschland erkranktem
im Jahr 2018 7.300 Frauen an einem Ovarialkarzinom.” Da die Erkrankung oft in
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert wird, liegt die durchschnittliche 5-Jahres-
Uberlebensrate bei 49,1%.*

Allgemein liegt das Lebenszeitrisiko der Erkrankung bei 1,2%.* Ein deutlich erhohtes Risiko
haben Frauen mit einer familisren Belastung von Brust- und Eierstockkrebs.’

In 13-18% aller Fille von Eierstockkrebs handelt es sich um ein hereditéres Ovarialkarzinom
als Bestandteil des Krankheitsbildes des erblichen Brust-und Eierstockkrebs (HBOC).®’
Ursdchlich fiir dieses Tumorsyndrom sind Keimbahnmutationen in Genregionen, die zu
einem Funktionsverlust des jeweiligen Genproduktes fithren. Die meisten deletdren
Mutationen treten in den Hochrisikogenen BRCAI und BRCA2 auf.®

BRCAI wurde erstmalig 1990 von Hall et al. als mogliche genetische Ursache fiir Brustkrebs
beschrieben und auf dem langen Arm von Chromosom 17 Genlokus g21 lokalisiert.” BRCA2
wurde 1995 von Wooster et al. als zweites Brustkrebsgen identifiziert und auf Chromosom 13
Genlokus ql12-q13 verortet.'” Nach heutigem Forschungsstand weiB man, dass pathogene
Varianten in beiden Genen BRCA I und BRCA?2 stark mit Brust- und Eierstockkrebs assoziiert
sind und das Risiko einer Erkrankung deutlich steigern,'> !¢

AufBlerdem konnten in der Vergangenheit auch weitere Risikogene fiir das hereditire
Ovarialkarzinom identifiziert werden. Es konnte gezeigt werden, dass Trigerinnen von
Mutationen in den sogenannten Mismatch-Reparatur (MMR) Genen neben einer
Darmkrebspridisposition auch ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung von

15,16

Ovarialkarzinomen haben. Ein erhohtes Risiko ldsst sich auch bei Mutationen in weiteren

Genen, deren Produkte in dem gleichen DNA-Reparaturmechanismus wie die der BRCA-
Gene partizipieren, beobachten."”"!

Die Diagnose eines hereditiren Ovarialkarzinoms, dem ein autosomal-dominanter Erbgang
mit unvollstindiger Penetranz zugrunde liegt, ist besonders flir die Angehorigen der
erkrankten Frauen von enormer Relevanz. Durch eine molekulargenetische Testung haben
nicht-erkrankte Angehorige die Mdoglichkeit, die Mutation entweder fiir sich ausschlieBen zu

konnen oder bei dem Nachweis ihr Erkrankungsrisiko durch préventive Maflnahmen zu

mindern.®
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Neben deletdren Mutationen, die mit einer Verdnderung der Basenabfolge der DNA
einhergehen, gibt es auch epigenetische Faktoren, die zu einer verdnderten Expression eines
bestimmten Genabschnittes fiihren konnen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die
Methylierung der Promotorregion des BRCAI-Gens zu einem Stummschalten des Gens und

1718 Dieser Mechanismus hat also

somit zu einem Verlust des Genprodukts fiihren kann.
letztendlich &hnliche Auswirkungen wie deletdre Genmutationen.

Bei einigen Krebserkrankungen, wie dem Koloretalenkarzinom, dem Nierenkarzinom oder
dem Mammakarzinom wurde in der Vergangenheit festgestellt, dass gerade ein friihes

9,19,20 .
2" Da das mediane

Erkrankungsalter auf eine genetische Préidisposition hinweist.
Erkrankungsalter bei Erstdiagnose eines Ovarialkarzinoms bei 63 Jahren liegt und nur 12%
aller Patientinnen vor einem Alter von 45 Jahren erkranken®, gibt es bislang wenige Studien,

die sich exklusiv den jungen Frauen mit Ovarialkarzinom widmen.

2.1 Diagnostik bei Verdacht auf ein hereditares Ovarialkarzinom

In der 2022 verdffentlichten Version des Leitlinienprogramms Onkologie der Deutschen
Krebsgesellschaft, der Deutschen Krebshilfe und der Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaft e.V. (AWMF) werden Empfehlungen
und Richtlinien fiir die Diagnostik, Therapie und Nachsorge maligner Ovarialtumore
gegeben.”

Da in etwa 13-18% der Fille eine hereditdre Prédisposition der Erkrankung zugrunde liegt, ist
die genetische Testung als Teil der Diagnostik von groBer Bedeutung.®'?

Die Arbeitsgemeinschaft Gynékologische Onkologie e.V. (AGO) hat auf Grundlage
verschiedener Studien bestimmte Einschlusskriterien formuliert, auf Basis derer eine
genetische Testung empfohlen wird.”' Bei Verdacht auf eine genetische Pridisposition wird
immer ein erkranktes Familienmitglied getestet. Eine préidiktive Testung gesunder
Familienangehoriger erfolgt nur nach vorherigem Nachweis einer pathogenen Variante
innerhalb der Familie. Falls trotz familidrer Hiufung keine erkrankte Person zur Indextestung
zur Verfligung steht, kann eine Paneltestung gesunder Angehoriger erwogen werden.*

Bereits in der 2019 verdffentlichten Version der Leitlinien zum malignen Ovarialkarzinom
wird auf Grundlage der AGO-TR1 Studie der Studiengruppe AGO empfohlen, dass alleine
die Diagnose der Erkrankung am Ovarialkarzinom Anlass zu einem Beratungsgespriach und
molekulargenetischer Testung gibt.”

Im Rahmen der AGO-TR1 Studie wurde untersucht, ob bestimmte Risikofaktoren definiert

werden konnen, welche eine genetische Testung indizieren und welche Gene bei einer
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Testung zu untersuchen sind. Die Ergebnisse der Studie fiihrten dazu, dass die Kosten fiir eine
genetische Testung fiir alle Versicherten der Mitglieder-Krankenkassen des Verbandes der
Ersatzkassen und Mitglieder des Verbandes der Privaten Krankenversicherung e.V. bei einem
Erkrankungsalter unter 80 Jahren iibernommen werden. AuBerdem wird empfohlen die
genetische Testung iiber ein umfangreiches Genpanel durchzufithren, da die BRCAI/2
Testung nicht ausreichend ist, da auch Mutationen in weiteren Genen zu einem erhdhten OC-

Risiko fiihren.'?

2.2 Therapie des Ovarialkarzinoms

Bei der Therapie des Ovarialkarzinoms ist das primédre Ziel die vollstindige makroskopische
Resektion des Tumors. In der Primértherapie wird in allen Stadien, auBer im frithesten
Stadium IA Grad 1, eine adjuvante Chemotherapie empfohlen. Patientinnen mit einem frithen
Ovarialkarzinom (FIGO I-IIA) wird eine Monotherapie mit dem platinhaltigen Zytostatikum
Carboplatin empfohlen. Bei dem fortgeschrittenen Ovarialkarzinom (FIGO IIB-IV) soll eine
Kombinationstherapie aus Carboplatin und Paclitaxel angeboten werden. Ab dem Stadium
IIIB kann eine zusidtzliche Therapie mit dem Angiogenesehemmer Bevacizumab erwogen
werden. Bei Auftreten eines Rezidivs gibt es Unterschiede in der Behandlung. Tritt ein
Rezidiv des Ovarialkarzinoms bereits innerhalb von sechs Monaten nach der systemischen
Primértherapie mit einem platinhaltigen Zytostatikum auf, wird das Ovarialkarzinom als
platinresistent klassifiziert. Bei Auftreten zu einem spdteren Zeitpunkt zwischen sechs und
zwoOlf Monaten spricht man von dem Rezidiv eines platinsensitiven Ovarialkarzinoms.
Patientinnen mit einem platinresistenten Ovarialkarzinom sollen in der Rezidivtherapie eine
nicht-platinhaltige Monotherapie erhalten, wohingegen eine platinhaltige
Kombinationstherapie fiir Patientinnen mit dem Rezidiv eines platinsensitiven
Ovarialkarzinoms angeboten werden soll. Bei Ansprechen des Rezidivs auf die erneute
platinhaltige Therapie kann eine Erhaltungstherapie mit einem Poly (ADP-Ribose)
Polymerase (PARP)-Inhibitor in Betracht gezogen werden.”

Es konnte gezeigt werden, dass Frauen mit einer nachgewiesenen BRCA/2-Mutation ein
signifikant besseres Ansprechen auf die Erhaltungstherapie mit PARP-Inhibitoren zeigten.>**
Somit kann gesagt werden, dass nach heutigem Stand die Bestitigung einer BRCAI/2
Mutation ein prognostischer Faktor fiir das Ansprechen des platinsensitiven Ovarialkarzinoms

in der Erhaltungstherapie mit PARP-Inhibitoren nach Rezidivtherapie ist.
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2.3 Priaventive Mafinahmen beim hereditiaren Ovarialkarzinom

Die genetische Testung fiir Angehorige einer Patientin mit hereditirem Ovarialkarzinom
bietet diesen die Chance, entweder eine genetische Pridisposition fiir sich ausschlieen zu
konnen oder sich bei einer Bestitigung fiir préaventive MaBnahmen zu entscheiden.*

Bei Trigerinnen pathogener Varianten in den BRCA-Genen stehen den Betroffenen
priaventive Mallnahmen zur Senkung des Erkrankungsrisikos fiir Brust- und Eierstockkrebs
zur Verfligung. Die Gene BRCAI und BRCA2 wurden in den 90-er Jahren urspriinglich als
Brustkrebs-pradisponierende Gene  beschrieben. Auf Grundlage des aktuellen
Forschungsstandes ist bekannt, dass pathogene Keimbahnvarianten in beiden Genen das
Risiko einer Brust- und Eierstockkrebserkankung deutlich steigern. So liegt das kumulierte
Risiko einer Erkrankung bis zum 80. Lebensjahr bei BRCAI-Mutationstragerinnen bei 72%
fiir Brustkrebs und bei 44% fiir Eierstockkrebs. Bei Trigerinnen pathogener Varianten in
BRCA?2 liegt das kumulierte Risiko einer Erkrankung bis zum 80. Lebensjahr bei 69% fiir
Brustkrebs und 17% fiir Eierstockkrebs.”

Tabelle 1: Kumuliertes Erkrankungsrisiko

Brustkrebs Eierstockkrebs
BRCAI-Mutationstragerinnen 72% 44%
BRCA2-Mutationstriagerinnen 69% 17%

Kumuliertes Erkankungsrisiko bis zu einem Alter von 80 Jahren zusammengefasst auf Grundlage der Studie von Kuchenbaecker et al.

(2017)®

Priaventive Maflnahmen ermdglichen eine deutliche Minderung des Erkrankungsrisikos.

Die effektivste Methode zur Senkung des Brustkrebsrisikos stellt die beidseitige
prophylaktische Mastektomie dar’®, alternativ kénnen sich Patientinnen jedoch auch zu der
Teilnahme an einem speziellen Frijherkennungsprogramm entscheiden®’. Diese intensivierten
Fritherkennungsmafnahmen richten sich nach dem individuellen Risiko und umfassen die
Magnetresonanztomographie, Mammographie und die Mammasonographie.*®

Im Gegensatz zum Mammakarzinom gibt es beim Ovarialkarzinom keine etablierten
Screening-Methoden zur Fritherkennung der Erkrankung. Studien zu geeigneten
Fritherkennungsmethoden, wie dem Transvaginalen Ultraschall oder dem Tumormarker CA-
125, konnten sowohl bei familidren Fillen als auch in der Normalbevolkerung keinen

signifikanten Effekt auf die Mortalitit zeigen.”°
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Somit stellt die einzige priventive MalBlnahme zur Senkung des Risikos einer
Eierstockkrebserkrankung bei hereditdrer Pradisposition die bilaterale Salpingo-
Oophorektomie (BSO) dar.’’

Das Leitlinienprogramms Onkologie gibt vor, dass jede nicht-erkrankte Frau mit einer
nachgewiesenen BRCAI- oder BRCA2-Mutation oder anderen Risikofaktoren eine Beratung
iiber die Moglichkeit einer priventiven Operation erhalten sollte.® Eine im Jahr 2014
verdffentliche Studie konnte zeigen, dass eine priaventive BSO bei Frauen mit nachgewiesener
BRCAI1/2-Mutation zu einer signifikanten Minderung (80%) des Risikos eines Ovarial-,
Tuben- und Peritonealkarzinoms sowie signifikanten Verringerung (70%) der Mortalitdt
fiihrte.’” In der 2022 verdffentlichten Version des Leitlinienprogramms Onkologie wird die
praventive BSO erstmalig sowohl fiir BRCAI/2-Mutationstrdgerinnen als auch fiir
Tragerinnen deletdrer Mutationen in weiteren mit dem Ovarialkarzinom assoziierten
Risikogenen empfohlen.®** Die priventive BSO wird BRCAI-Mutationstrigerinnen ab einem
Alter von 35-40 Jahren und BRCAZ2-Mutatiostrdgerinnen ab einem Alter von 40-45 Jahren
empfohlen. Zudem soll das jlingste Erkrankungsalter betroffener Angehdriger sowie die

Familienplanung individuell beriicksichtigt werden.®

2.4 FIGO- und TMN Klassifikation

Laut des Leitlinienprogramms Onkologie soll die Tumorklassifikation immer der TMN-
Klassifikation folgend angegeben und kann durch die FIGO-Klassifikation erginzt werden.®
Die TMN Klassifikation bezieht sich auf die Ausdehnung des Primirtumors (T), den
Lymphknotenbefall (N) und das Vorhandensein von lokalen oder Fernmetastasen (M).>

Die FIGO-Klassifikation ist ein Klassifikationssystem der Fédération Internationale de
Gynécologie et d'Obstétrique (FIGO) fiir gyndkologische Tumore und soll neben der TMN
Klassifikation der World Health Organisation (WHO) eine standardisierte Terminologie fiir
das Staging von Ovarialkarzinomen ermdglichen. Zuletzt hat das FIGO Oncology Committee
eine iiberarbeitete Version des Klassifikationssystems im Jahr 2014 publiziert.’* Dieses
Klassifikationssystem wird in der folgenden Tabelle zusammengefasst und entsprechend der

WHO-Klassifikation dargestellt.
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Tabelle 2: FIGO Klassifikation mit entsprechender TMN Klassifikation

FIGO Klassifikation TMN
Stage 1 Tumor begrenzt auf die Ovarien und Tuben T1-NO-MO
1A Tumor ist auf ein Ovar oder Eileiter T1a-NO0-MO
begrenzt

Kapsel intakt
kein Tumorwachstum bis auf die
Organoberfliche

keine malignen Zellen in der Spiilzytologie

1B Tumor ist auf beide Ovarien oder Tuben T1b-NO-MO
begrenzt
Kapsel ist intakt
kein Tumorgewebe bis auf die
Organoberfliche

keine malignen Zellen in der Spiilzytologie

IC Tumor ist auf ein oder beide Ovarien oder T1c-NO-MO
Tuben begrenzt mit Nachweis maligner
Zellen in der Spiilzytologie oder Ruptur der
Kapsel oder Tumorwachstum bis auf die

Organoberfliche

Stage 11 Ausbreitung des Tumors auf ein oder beide T2-NO-MO
Ovarien oder Tuben mit Infiltration des
kleinen Beckens oder primérer

Peritonealkarzinose

1TA Ausbreitung des Tumors in die Gebarmutter T2a-N0-MO

und/oder Tuben und/oder Ovarien

1IB Ausbreitung des Tumors auf extragenitale T2b-NO-MO

Organe im kleinen Becken

Stage 111 Ausbreitung des Tumors auf ein oder beide T1/T2-N1-M0O

Ovarien oder Tuben, oder primédre
Peritonealkarzinose

mit zytologischem oder histologischem
Nachweis der Ausbreitung auf3erhalb des
kleinen Beckens und/oder Befall der

retroperitonealen Lymphknoten

11IA Befall der retroperitonealen Lymphknoten T3a2-NO/N1-M0O
allein oder mikroskopische Metastasen
aufBerhalb des kleinen Beckens mit oder
ohne Befall der retroperitonealen

Lymphknoten

11IB Makroskopische Metastasen auBerhalb des T3b-NO/N1-MO
kleinen Beckens bis < 2cm mit oder ohne

Befall der retroperitonealen Lymphknoten

1HIC Makroskopische Metastasen auBerhalb des T3c-NO/N1-MO
kleinen Beckens bis > 2cm mit oder ohne

Befall der retroperitonealen Lymphknoten

Stage IV Fernmetastasen T1-3-NO/N1-M1

In Anlehnung an die Publikation von Prat (2014)*



Die meisten Ovarialkarzinome werden in den fortgeschrittenen Stadien FIGO MI-IV
diagnostiziert.”> Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei OC-Erkrankten liegt bei 49,1%." Die
Therapiemafinahmen werden nach dem operativem Staging in Abhédngigkeit vom jeweiligen
Stadium angepasst.*

In Hinsicht auf Unterschiede hereditirer und sporadischer Ovarialkarzinome konnte bei einer
Studie von Alsop et al. zur BRCA 1/2-Mutationspréivalenz in einem Kollektiv von etwa 1.000
Patientinnen festgestellt werden, dass Frauen mit pathogenen BRCA-Mutationen gegeniiber
BRCA-negativen Patientinnen im Durchschnitt in einem weiter fortgeschrittenen Stadium

diagnostiziert wurden."

2.5 Histologische Subtypen des Ovarialkarzinoms

Insgesamt sind 90% aller Ovarialtumore maligne Tumoren des Epithelgewebes’® und werden
somit als Karzinome bezeichnet.

Basierend auf den verschiedenen Zelltypen lassen sich fiinf Subtypen des epithelialen
Ovarialkarzinoms definieren. Die Héufigkeitsverteilung dieser Subtypen ldsst sich wie folgt
aufschliisseln: Mit 70% aller Ovarialkarzinome sind high-grade serdose Karzinome (HGSC)
mit Abstand am hédufigsten vertreten. Endometrioide Karzinome (EC) und klarzellige
Karzinome (CCC) treten jeweils mit einer Haufigkeit von 10% auf, muzindse Karzinome
(MC) finden sich in 3-4% der Félle und low-grade serdse Karzinome (LGSC) machen einen
Anteil von weniger als 5% aus.”’

Das HGSC wird oft in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert und hat eine schlechtere
Prognose als das LGSC.*"*

Muzinése, endometrioide und klarzellige Karzinome werden anders als serdse Karzinome
héufiger in frithen Stadien (FIGO-I) diagnostiziert und haben dadurch im Schnitt eine h6here
5-Jahres-Uberlebensrate von 66-82%.>> Die Zellen der meisten muzindsen Tumore #hneln

36,3 .
37 wobei

histologisch den Zellen des Gastrointestinaltrakts und sind nur selten bdsartig
muzindse Karzinome im selben Tumorstadium jedoch eine schlechtere Prognose im
Vergleich zu serosen und endometrioiden Karzinomen haben*'. Endometrioide
Ovarialkarzinome sind dem Korpuskarzinom des Uterus histologisch sehr dhnlich und sind
haufig mit einer Endometriose assoziiert.”*”’ Klarzellige Karzinome dhneln dem HGSC in der
Zellmorphologie und werden oftmals in frithen Stadien diagnostiziert, wobei sie dann
trotzdem eine schlechtere Prognose haben als andere Subtypen in friihen Stadien.’’

Sehr viel seltener als epitheliale Tumore treten Keimzelltumore (Dysgerminom, embyonales

Karzinom, Polyembryom, Teratom und Tumore extraembryonaler Differenzierung) mit 3%
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aller Ovarialtumore auf und entstehen aus entarteten Keimzellen.** Zusitzlich wird in der
Literatur noch das kleinzellige Ovarialkarzinom, welches weder den epithelialen, noch den
Keimzelltumoren zugeordnet werden kann, beschrieben. Es handelt sich um eine seltene und
aggressive Form des Ovarialkarzinoms und kann weiter in das kleinzellige Ovarialkarzinom
vom hyperkalzdmischen (SCCOHT) und pulmonalen Typ (SCCOPT) subklassifiziert

43
werden.

2.5.1 Assoziation mit Risikogenen

Auf Basis vorangegangener Studien ldsst sich feststellen, dass pathogene
Keimbahnmutationen der Gene BRCAI und BRCA2 vorrangig bei Patientinnen mit HGS

1,6,16
d.”

Karzinomen zu finden sin Im Vergleich dazu werden bei endometrioiden und

klarzelligen Karzinomen hiufiger Keimbahnmutationen in den mit dem Lynch-Syndrom
assoziierten MMR-Genen nachgewiesen.*'

Neben Mutationen in den BRCA- und MMR-Genen gibt es weitere Risikogene, die ursdchlich
fiir eine Eierstockkrebserkrankung sind. In einer umfangreichen Studie zum Einfluss von
BRIPI-Mutationen auf die Entstehung von Brust- und Eierstockkrebs konnte gezeigt werden,
dass bei der Mehrzahl der Patientinnen mit nachgewiesener BRIPI-Mutation eine HGS
Tumorhistologie zu finden war.** Auch in einer weiteren Studie zeigte sich, dass die Mehrheit
der Tragerinnen pathogener Mutationen in RADS5IC und RADS5ID (77%) an einem HGS
Karzinom erkrankt waren.” Es kann jedoch gesagt werden, dass pathogene Mutationen in
BRCAI, BRCA2 und weiteren Eierstockkrebs-pridisponierenden Genen in allen fiinf
Subtypen des epithelialen Ovarialkarzinoms nachgewiesen werden konnten und somit bei
keinem Subtyp eine hereditire Ursache ausgeschlossen werden kann.'%!10

Die seltene Diagnose des Ovarialkarzinoms vom hyperkalzdmischen Typ tritt vorranging bei

jungen Frauen auf und zeigt eine starke Assoziation mit pathogenen Varianten des

SMARCA4-Gens.***
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2.6 Genetischen Grundlagen des hereditaren Ovarialkarzinoms
Durch vergangene Forschung ist bekannt, dass die Ursache einiger Tumorerkrankungen auf
eine genetische Pridisposition zuriickzufiihren ist. Alfred Knudsons ,,Two-Hit*“-Theorie

beschreibt die theoretische Grundlage zur Entstehung dieser hereditéren Krebserkrankungen.

2.6.1 Knudson-Hypothese — hereditire Krebserkrankungen

Die ,,Two-Hit“-Theorie zur Karzinogenese wurde 1971 von Alfred Knudson® formuliert und
war wegweisend flir das Verstehen der Entwicklung von hereditdren onkologischen
Erkrankungen und der Bedeutung von Tumorsuppressorgenen™. Auf Grundlage seiner
Forschungen zum hereditiren Retinoblastom stellte Knudson die Theorie auf, dass die
Erkrankung durch zwei Mutationsereignisse entsteht. Im Fall einer hereditiren Erkrankung
wird die erste Mutation ,,First Hit* bereits tiber die Keimbahn vererbt und die zweite Mutation
»Second Hit* geschieht immer als sporadisches Ereignis in somatischen Zellen. In der nicht-
hereditiren Form der Erkrankung finden beide Mutationsereignisse in somatischen Zellen

statt.49’51

Das zweite Mutationsereignis fiihrt somit zu einem Verlust der Heterozygotie der
beiden Allele des Tumorsuppressorgens, wodurch beide inaktiviert werden und nicht mehr
funktionstiichtig sind.”

Die Produkte von Tumorsuppressorgenen verhindern die Proliferation entarteter Zellen. Im
Fall von BRCAI und BRCA?2 und weiteren Eierstockkrebs-pradisponierenden Genen sind ihre
Produkte an einem bestimmten DNA-Reparaturmechanismus des DNA-Doppelstrangbruchs
beteiligt.”> Kommt es bei Trigerinnen pathogener Varianten in einem der Eierstockkrebs-
pradisponierenden Gene durch ein zweites Mutationsereignis zu dem Verlust der

Heterozygotie, kann das Produkt des jeweiligen Gens nicht mehr gebildet werden und die

Regulation der entarteten Zellen entfallt.
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2.6.2 Risikogene fiir das Ovarialkarzinom

Die Datenlage zu der Mutationspravalenz bekannter Risikogene bei Eierstockkrebs variiert
und liegt je nach Studie bei etwa 13%-18%, wobei der groffte Anteil der pathogenen
Varianten in den Brustkrebsgenen BRCAI und BRCA2 zu finden ist."*’ So ist generell bei
8%-15% der Fille von Eierstockkrebs die Erkrankung auf pathogene Varianten in BRCA/ und
BRCA2 zuriickzufithren."®*" Je nach untersuchtem Studienkollektiv ergeben sich
Unterschiede in der Mutationspravalenz. Studien von Harter et al. und Alsop et al. zeigten
eine BRCA1/2 Mutationspravalenz von 32-39% in einem Patientenkollektiv mit positiver

Familiengeschichte.'>"

Tabelle 3: Anteil pathogener Varianten in BRCA1/2

Anteil pathogener Varianten in BRCA1/2

Ovarialkarzinom — unselektiert*® 8-15%"%1

Ovarialkarzinom — familidr 32-399%'%13

* Unselektierte Kohorten im Hinblick auf familidre Haufung von Brust- und Eierstockkrebs

Das BRCAI- und BRCAZ2-Protein ist Teil eines bestimmten DNA-Reparaturmechanismus, der
Homologen Rekombination (HR). Der Mechanismus der HR greift im Fall eines DNA-
Doppelstrangsbruchs, welcher in Folge von exogenen und endogenen Faktoren auftritt und
die genomische Stabilitdt gefdhrdet. Die HR ermoglicht die Reparatur des beschidigten
Abschnittes, wobei das Schwesterchromatid als eine Art Schablone dient.’* Neben BRCAI
und BRCA?2 zdhlen auch ATM, BARDI1, BRIP1, CHEK2, NBN, PALB2, RAD51C, RADS5I1D,
MREI1A, RAD50, FAM1754 und TP53 zu den HR-Genen und partizipieren in demselben
Mechanismus.™®

Nach aktuellem Stand der Forschung gehéren auch RAD51C, RAD51D, BRIPI und PALB2 zu

den etablierten Eierstockkrebsgenen.'!*4>%°

Zudem konnten in der Vergangenheit positive
Assoziationen zwischen Eierstockkrebs und pathogenen Varianten in den MMR-Genen
MLHI, MSH2, MSH6 und PMS2 gezeigt werden.'>'® Mutationen in diesen Genen sind vor
allem wursdchlich fiir das Lynch-Syndrom, das hereditidre kolorektale Karzinom ohne

Polyposis.”
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2.6.3 Studien zur Mutationsprivalenz Ovarialkarzinom-pradisponierender

Gene

Im Folgenden sollen ausgewéhlte Studien, welche sich mit der Assoziation bestimmter Krebs-
pradisponierender Gene und FEierstockkrebs beschéftigt haben, vorgestellt werden. Zwei
dieser Studien von Norquist et al. und Lilyquist et al. untersuchten jeweils grof3e Kollektive
von Patientinnen mit Ovarialkarzinom mithilfe eines Multigenpanels molekulargenetisch.""!
In einer 2020 publizierten umfangreichen Studie von LaDuca et al. wurden insgesamt 165.000
Patienten auf Keimbahnmutationen in insgesamt 32 Krebs-Suszeptibilititsgenen untersucht
und mit einer Kontrollkohorte verglichen. Ein Grofteil der Probanden (72,5%) hatte zum
Zeitpunkt der Analysen eine personliche Krebs-Historie. Von diesen Patienten waren
insgesamt 12.602 Patientinnen entweder zur Zeitpunkt der Studie oder in der Vergangenheit
an Eierstockkrebs erkrankt.” Diese drei Studien wurden als Fall-Kontroll-Studien so designt,
dass die Héufigkeit detektierten pathogener Varianten in der Studienkohorte mit der
Hiufigkeit in mindestens einer Kontrollkohorte verglichen wurde. Eine vierte Studie von
Carter et al. evaluierte bei einem Studienkollekiv von 4.439 an Eierstockkrebs erkrankten
Patientinnen die relativen Haufigkeiten pathogener Varianten in bekannten Krebsgenen.® Die
Studienkohorten waren in allen vier Studien unselektiert in Hinblick auf Alter, medizinische
Familienhistorie der Probanden und histologischen Subtyp der Ovarialtumoren. Im Folgenden

werden die Ergebnisse alle vier Studien tabellarisch dargestellt.
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Tabelle 4: Studien zur Assoziation ausgewdhlter Risikogene mit dem Ovarialkarzinom

Lilyquist et al."' Norquist et al.' LaDuca et al.” Carter et al.’

Studien- n=7.768 OC Fille n=1.915 OC Fille n=12.602 OC Fille n=4.439 OC Fille

kohorte

Jahr der 2017 2016 2020 2018

Veroffentlich-

ung

Art der Studie  Fall-Kontroll Fall-Kontroll Fall-Kontroll Kohortenstudie
Pathogene Varianten
wurden in 13,2% der
OC Fille gefunden
Von allen detektierten

Varianten

BRCA1/2 54% in BRCA1/2

BRCAI Positiv Positiv Positiv

BRCA2 Positiv Positiv Positiv

MMR-Gene 8,5% MMR-Genen

MLH] Keine Positiv *

MSH? Positiv Positiv Positiv

MSH6 Positiv Positiv Positiv

PMS2 Keine Positiv Positiv

Nicht-BRCA HR-Gene 33,7% in nicht-
BRCA1/2 HR Genen

ATM Positiv Fraglich Positiv 5,6%

BARDI Keine Positiv Keine

BRIP] Positiv Positiv Positiv 5,6%

CHEK?2 Keine Keine Keine 10,5%

NBN Positiv Keine Positiv

PALB?2 Positiv Positiv Keine

RADS5IC Positiv Positiv Positiv RADS51C 4,6%

RADS5ID Positiv Positiv Positiv RADS51D 2,3%

MREI14 Keine Keine Keine

RADS50 Keine Keine Keine

FAMI1754 nicht evaluiert Keine nicht evaluiert

TP53 nicht evaluiert Fraglich Positiv

*Beurteilung nicht moglich

Assoziation der Risikogene mit dem Ovarialkarzinom klassifiziert in Positiv; Keine; Fraglich
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In allen drei Fall-Kontroll-Studien wurden starke positive Assoziationen zwischen BRCAI
und BRCA?2 und Eierstockkrebs gefunden."”!! Dies konnte durch die Studie von Carter et al.
bestitigt werden, in der 54% aller detektierten pathogenen Varianten in den beiden
Brustkrebsgenen gefunden werden konnten.’ In Hinblick auf die MMR-Gene konnten alle
Studien positive Assoziationen feststellen. Auch wenn Assoziationen einzelner MMR-Gene,
wie bei Lilyquist et al. aufgrund der geringen Anzahl pathogener Varianten in MLHI oder
fehlender Abdeckung bestimmter Exone in PMS2 der Kontrollgruppe, nicht evaluiert werden
konnten'', kamen alle Studien zu dem Schluss dass die MMR-Gene als Kollektiv eine

C. .. . . . 1.6.7.11
positive Assoziation mit Eierstockkrebs aufweisen'®"

. Von allen detektierten pathogenen
Varianten in der Studie von Carter et al. waren 8,5% in den MMR-Genen zu finden.® In
weiteren HR-Genen kamen die Studien teils zu unterschiedlichen Ergebnissen. Eine positive
Assoziation von ATM konnte in der Studie von Norquist et al. nicht hinreichend geklart
werden.' Die Rolle von BARDI ist nicht eindeutig, da Norquist et al. zwar eine signifikant
erhohte Mutationsprivalenz finden konnten', Lilyquist et al. jedoch keine Assoziation
aufzeigten und BARDI als Risikogen in den iibrigen beiden Studien nicht evaluiert wurde'',
Einigkeit {iber die positive Assoziation herrscht bei den bereits etablierten
Eierstockkrebsgenen BRIP1, RAD51C und RAD51D." %"

L2 Die bei Carter et al.

Eine positive Assoziation konnte bei CHEK?2 ausgeschlossen werden.
detektierte Mutationsprivalenz von 1,4% in CHEK2 konnte auch auf eine zusitzliche
familire Brustkrebsbelastung zuriickzufiihren sein und bedarf weiterer Untersuchungen.’
Eine positive Assoziation von NBN konnte nur von Lilyquist et al. gezeigt werden.'" Im
Hinblick auf die Mutationsprivalenz von PALB?2 in Vergleich zu den Kontrollgruppen zeigten
Lilyquist et al. und Norquist et al. eine signifikant erhohte Mutationspravalenz, was nicht

L7 EBine weitere im Jahr

durch die Ergebnisse von LaDuca et al. bestétigt werden konnte.
2020 verdffentlichte Studie von Yang et al. konnte jedoch eine positive Assoziation zwischen
pathogenen Varianten in PALB2 und Eierstockkrebs feststellen.”> Auf Grundlage dieser
Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass pathogene Varianten in PALB2 zu einem
geringen bis moderat erhdhten Eierstockkrebsrisiko fithren und PALB2 zu den etablierten
Eierstockkrebsgenen gezihlt werden kann.”” Eine Assoziation zwischen Eierstockkrebs und
den Genen MREI1A4 und RAD50 konnte einstimmig ausgeschlossen werden. Die Rolle von
TP53 hingegen konnte durch die vorliegenden Studien noch nicht hinreichend geklért werden.

Es kann also gesagt werden, dass BRCAI, BRCA2, RAD51C, RAD51D, BRIPI und PALB? als

etablierte Eierstockkrebsgene bestdtigen werden konnten. Zudem ist die priddisponierende
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L6711 Dhie Rolle weiterer

Rolle pathogener Varianten in den MMR-Genen gezeigt worden.
HR-Gene ist widerspriichlich und bedarf weiterer Untersuchungen.

Die Mutationsprivalenzen der evaluierten Gene werden folgend tabellarische dargestellt.

Tabelle 5: Mutationsprdivalenzen (%) in den Studienkollektiven der vorgesteliten Studien

Lilyquist et al."' Norquist et al.' LaDuca et al.” Carter et al.’
BRCA1/2 74
BRCAI 4,0 9,5 45
BRCA2 3.4 5,1 33
MMR-Gene 1,2
MLHI 0,1 0 0,1
MSH?2 0.4 0 0,2
MSHG6 0,7 0,2 0,4
PMS2 0.4 0,2 0,4
Nicht-BRCA1/2
HR-Gene
ATM 0,9 0,6 0,9 0,7
BARDI 0,1 0,2 0,1 0,2
BRIPI 1,0 1,4 0,9 0,7
CHEK? 0,4 0,6 0,7 1,4
NBN 0,4 0,5 0,3 *
PALB? 0.4 0,6 0,2 0,4
RADSIC 0,8 0,6 0,9 0,6
RADS5ID 0.3 0,6 0,4 0,3

*Beurteilung nicht moglich

2.7 Epigenetische Modifikation

Epigenetische Modifikation beschreibt einen natiirlichen Prozess der Regulierung der
Genexpression, welche unabhéngig von einer Verdnderung der Basenabfolge von einer Zell-

3839 Eine Reihe unterschiedlicher

Generation an Tochterzellen weitergegeben werden kann.
Mechanismen in der epigenetischen Modifikation ist bekannt und zu den Schliisselprozessen
zdhlen die DNA-Methylierung, die Histonmodifikation und die RNA-Interferenz. Diese
epigenetischen Mechanismen konnen zu einer Anderung des Phiinotypen fiihren, indem sie
regulieren, ob Gene entweder transkribiert oder durch Silencing stummgeschaltet werden.”®
Gen-Silencing beschreibt die Hemmung der Transkription eines bestimmten DNA-
Abschnittes. Dieser Mechanismus ist zum Beispiel bei der X-Inaktivierung oder der

genomischen Priagung, dem Imprinting, von fundamentaler Bedeutung.”
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Eine Storung dieser natiirlichen epigenetischen Prozesse kann zu einer fdlschlichen
Expression oder Stummschaltung eines Gens fithren und so die normale Genfunktion
beeintridchtigen. Besonders die DNA-Methylierung in der Karzinogenese ist ein umfangreich
erforschtes Phanomen.®'

Beim Menschen ist die Verteilung der vier Nukleinbasen Adenin (A), Guanin (G), Cytosin
(C) und Thymin (T) im gesamten Genom nicht gleichméBig. Im GroBteil des Genoms ist die
Verbindung von Cytosin und Guanin als CpG-Dinukleotid auf demselben DNA-Strang eher

selten zu finden.%"%

Die Abkiirzung CpG verdeutlicht, dass es sich hier um eine
Phosphodiesterbindung zwischen den Nukleinbasen auf demselben DNA-Strang handelt und
nicht um die Verbindung {iber  Wasserstoffbriickenbindungen der  beiden
Komplementirstringe.

Es gibt jedoch bestimmte Regionen, in denen es zu einer deutlichen Héaufung von CpG-
Dinukleotiden kommt. Diese Regionen werden als CpG-Inseln bezeichnet.* Als CpG-Insel
gelten Regionen >500 Basenpaare, die einen Anteil an CpG-Dinukleotiden von mindestens
55% aufweisen. Diese Regionen sind in den Promotorregionen von etwa 40% der
menschlichen Gene zu finden.”® Promotorregionen sind nicht-kodierende DNA-Sequenzen,
die auch als Cis-Elemente bezeichnet werden und die Expression benachbarter Gene
regulieren. Obwohl die Mehrzahl der frei im Genom befindlichen CpG-Dinukleotide auf
Grund ihrer erhohten Mutagenitdt methyliert ist, ist die iiberwiegende Anzahl der in CpG-
Inseln befindlichen CpG-Dinukleotide nicht methyliert.**

Physiologisch ist das Gen-Silencing durch Methylierung von CpG-Inseln in Hinsicht auf die
Suppression der Transkription imprinteter Gene, auf dem inaktiven X-Chromosom liegender
Gene und beweglicher DNA-Sequenzen, sogenannten Transposons, von besonderer
Bedeutung.® Es kann angenommen werden, dass de-novo- Methylierung als normaler Prozess
der menschlichen Entwicklung iiber bestimmte vorprogrammierte Prozesse ablauft.®’

Die Methylierung selbst erfolgt durch die Ubertragung einer Methylgruppe iiber das Donor-
Molekiil S-Adenosylmethionin durch das Enzym Methyltransferase an die 5-Position des

60,68
d.”™

Cytosin, welches dadurch zu 5-Methylcytosin wir Der Prozess ist in der folgenden

Abbildung schematisch dargestellt.
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Abbildung 1: Bindung einer Methylgruppe an Cytosin

Schematische Darstellung der Kopplung einer Methylgruppe an die Nukleinbase Cytosin erstellt mit BioRender.com

Diese Anderung von Cytosin zu 5-Methylcytosin fiihrt dazu, dass sich nun Methyl-CpG-
Bindeproteine und Transkriptionsrepressoren an die methylierten CpG-Inseln anlagern und
das Binden von Transkriptionsfaktoren und somit die Initiation der RNA-Polymerase
verhindern.”” Somit wird eine Transkription der benachbarten Gene der Promotorregion
blockiert und diese Gene werden stummgeschaltet. Der Prozess wird in der folgenden

Abbildung schematisch dargestellt.
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Abbildung 2: Transkription

Schematische Darstellung der Transkription bei nicht-methylierten und methylierten Promotorregionen erstellt mit
BioRender.com

2.7.1 Methylierung in der Karzinogenese

In der Karzinogenese kann es durch zwei Mechanismen zu einer Stérung der normalen
Genfunktion kommen. Entweder geschieht dies durch eine direkte Anderungen der
Basenabfolge im Fall von Genmutationen oder durch epigenetische Faktoren, welche zu einer
Anderung der Genexpression fithren.”> Hypermethylierung der CpG-Inseln in
Promoterregionen von Tumorsupressorgenen kann zur Inaktivierung dieser Gene und somit
zum Ausfall bestimmter DNA-Reparaturmechanismen fiihren.** In der Tumorgenese sind
zwei Mechanismen der Methylierung wihrend der neoplastischen Transformation
somatischer Zellen zu beobachten. Zum einen kann es zu einer genomweiten
Hypomethylierung, also Reaktivierung stummgeschalteter Gen-Sequenzen, kommen,
wodurch es zur Genom-Instabilitit kommt.”® Und zum anderen kann es zu einer de-novo-
Methylierung bestimmter CpG Inseln, insbesondere in den Promotorregionen von
Tumorsupressorgenen, kommen.**®” Die exakte Rolle der DNA-Methylierung in der
Tumorgenese konnte noch nicht hinreichend gekldrt werden, aber es kann angenommen

werden, dass sie sowohl vor der neoplatischen Zell-Transformation als auch als Resultat
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dieser auftreten kann.®’

Da Methylierung als normaler Prozess des Alterns oder
inflammatorischer Prozesse eintritt, kann sie eine pridisponierende Wirkung auf die
Tumorgenese haben und somit in der Initilerung mitwirkend sein. AuBerdem ist eine
deutliche de-novo-Methylierung im Genom neoplatischer Zellen zu finden, was darauf
schlieBen lisst, dass sie als Konsequenz dieser auftritt.®’

Neben den Keimbahnmutationen des BRCA I-Gens konnte gezeigt werden, dass auch weitere
Mechanismen, wie die Promotormethylierung, fiir die Inaktivierung des BRCAI-Gens
ursichlich sein konnen.'”'®

Eine Hypermethylierung der BRCAI-Promotorregion in sporadischen, also nicht familidren
Brust- und Eierstockkrebserkrankungen konnte in der Vergangenheit gezeigt werden.” Auf
Grund der Tatsache, dass somatische BRCA I Mutationen beider Allele selten in sporadischem
Brust- und FEierstockkrebs nachgewiesen werden konnten, ist davon auszugehen, dass
epigenetische Faktoren in nicht-familidren Féllen von groBerer Bedeutung in Hinsicht auf die
Tumorgenese sind.” Dies zeigt auch eine Studie von Hauke et al., in der eine BRCAI-
Promotor-Hypermethylierung in 12% der Eierstockkrebserkrankungen ihres Kollektivs
nachgewiesen werden konnte. Jedoch zeigt sich die Methylierung nur in sporadischen
Erkrankungen und somit konnte die Rolle der BRCAI-Promotor-Hypermethylierung als

zweites Ereignis der Tumorgenese in hereditiren Erkrankungen, und somit der biallelischen

Inaktivierung des BRCAI-Gens, nicht gezeigt werden.'*

2.7.2 Konstitutive Methylierung

Langst wird die konstitutive Methylierung als Faktor in der Entstehung von hereditdren
Krebserkrankungen untersucht. Es wird in diesem Zusammenhang nicht mehr von
Epimutationen der Keimbahn, sondern konstitutiver Epimutation gesprochen.”

In der embryonalen Entwicklung befinden sich Stammzellen im Zustand einer
unbeschriecbenen  Tafel ohne epigenetische  Einfliisse, wodurch die direkte
generationsiibergreifende Weitergabe epigenetischer Merkmale nicht moglich ist.”' Trotzdem
konnte in einigen Studien bereits gezeigt werden, dass bestimmte epigenetische Merkmale

generationsiibergreifend als Mosaik in verschiedenen Geweben nachweisbar sind und sogar

18,72-74 72-74

eine Rolle in der Entstehung hereditirer Erkrankungen spielen. In drei Studien™™ ",

welche sich mit dem Lynch-Syndrom beschéftigen, konnte gezeigt werden, dass Mutationen

7374 oder in benachbarten

in Cis-Elementen, also auBlerhalb der codierenden Sequenzen
Genregionen'?, zu einer Hypermethylierung der MLHI- und MSH2-Promotorregionen und

somit zum Stummschalten der jeweiligen Gene fiihrte. Die detektierten Varianten und die
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Hypermethylierung konnten auch zu gewissen Anteilen im Blut von nachfolgenden
Generationen nachgewiesen werden.”>”*

Auch Studien, welche die Rolle epigenetischer Faktoren in Brust- und Eierstockkrebsféllen
untersuchen, konnten zeigen, dass Hypermethylierung der BRCA I-Promotorregion aus Blut
gewonnener DNA zwar nicht hdufig nachgewiesen werden kann, jedoch in der Pathogenese

5 6 . .
7576 Eine Studie von

von BRCAI-phinotypischem Brustkrebs, eine Rolle zu spielen scheint
Evans et al. konnte am Beispiel zweier Frauen mit positiver Familiengeschichte fiir Brust-
und FEierstockkrebs zeigen, dass eine Hypermethylierung der BRCAI-Promotorregion
ursichlich fiir die familidre Haufung war. In diesen beiden Fillen konnte gezeigt werden, dass
eine 5> UTR (untranslatierte Region) Variante ursichlich fiir die Hypermethylierung der
BRCA1-Promotorregion war und generationsiibergreifend gezeigt werden konnte.'® In einer
weiteren Studie von Hansmann et al. wurde ein Kollektiv von mehr als 600 Patientinnen ohne
Nachweis einer BRCA1/2-Mutation untersucht, um zu ergriinden, inwieweit konstitutive
Epimutation, im Speziellen Methylierung, ursdchlich fiir die Entstehung von Brust- und
Eierstockkrebs ist. Es konnte gezeigt werden, dass konstitutive Methylierung in BRCAI- und
RADS5 I C-Promotorregionen sowohl in sporadischen als auch familidren Fillen von Brust- und
Eierstockkrebs zu finden ist.* Eine weitere Studie von Lenning et al. untersuchte die
Hypermethylierung der BRCAI-Promotorregion in weillen Blutkdrperchen von 934 OC
Patientinnen und 1.698 gesunden Kontrollpersonen. Hier konnte eine Hypermethylierung in
erkrankten Personen signifikant hdufiger nachgewiesen werden als in gesunden. Dieses
Phinomen beschrinkt sich jedoch nur auf Patientinnen mit high-grade serdsen
Ovarialkarzinomen. Des Weiteren konnte eine positive Korrelation zwischen der BRCAI-
Promotormethylierung in weillen Blutkorperchen und der entsprechenden Tumor-DNA
nachgewiesen werden.'’

Bei Patienten mit Brust- und Eierstockkrebs konnte bislang nur die Korrelation zwischen
einer Hypermethylierung der BRCAI-Promotorregion in tumorfreier DNA und einer
reduzierten BRCAI-mRNA Expression feststellt werden.”” Derselbe Zusammenhang konnte

im BRCA2-Gen bislang nicht beobachtet werden.”””®
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2.8 Erkrankungsalter beim hereditiren Ovarialkarzinom

Bei vielen onkologischen Erkrankungen ldsst ein frithes Erkrankungsalter eine genetische
Priadisposition ~ vermuten.”” Dies trifft besonders bei Brust-, Nieren- und
Darmkrebserkrankungen zu.”'**’ Die Diagnose Eierstockkrebs wird generell selten in einem
jungen Alter gestellt. Eine epidemiologische Studie von Torre et al. aus dem Jahr 2018 zeigt,
dass von 2010-2014 in den USA die Héaufigkeit einer Erkrankung bei unter 5 Féllen pro
100.000 bis zu einem Erkrankungsalter von 40 Jahren lag und die Hiufigkeit ab einem
Erkrankungsalter von 40 Jahren rapide zunimmt.”> So gehorte Eierstockkrebs im Jahr 2016
erst in der Altersgruppe der 40-79 Jdhrigen zu den filinfthdufigsten todesursdchlichen
Krebserkrankungen in den USA.*

In den bereits beschriebenen Studien von Norquist et al., Lilyquist et al. und Carter et al. lag
das durchschnittliche Alter bei Erstdiagnose bei 57-60 Jahren. Zudem konnte in allen drei
Studien gezeigt werden, dass Mutationen in BRCAI/ und den MMR-Genen mit einem
jiingeren Erkrankungsalter assoziiert sind."®'' In der Studie von Norquist et al. lag das
durchschnittliche Erkrankungsalter von BRCA[-Mutationstragerinnen bei 52 Jahren und bei
Trigerinnen einer Mutation in den MMR-Genen bei 50 Jahren.! Diese Ergebnisse konnten
auch durch die Studie von Lilyquist et al. bestétigt werden, hier waren Mutationen in den
MMR-Genen und BRCAI haufiger mit einem Erkrankungsalter von <60 Jahren assoziiert,
wohingegen Mutationen in BRIPI und RAD5 1D eher mit einem Erkrankungsalter >60 Jahren
assoziiert waren.'' In der Studie von Harter et al. lag das durchschnittliche Erkrankungsalter
bei 58 Jahren und pathogene Varianten in BRCA1/2 und weiteren OC-Risikogenen konnten
haufiger bei Patientinnen mit einem Alter bei ED von <60 Jahren festgestellt werden.'? In der
Studie von Carter et al. zeigte sich generell ein durchschnittlich fritheres Erkrankungsalter mit
56 Jahren bei Tragerinnen pathogener Varianten im Vergleich zu Erkrankten ohne Nachweis
einer Mutation (59 Jahre).® Ubereinstimmend mit den Studien von Lilyquist et al.'' und
Norquist et al.' konnten auch Carter et al. zeigen, dass Mutationen in BRCAI (51 Jahre) und
den MMR-Genen (49 Jahre) eher mit ecinem fritheren Alter bei ED assoziiert sind,
wohingegen Trigerinnen von Mutationen in den Genen BRIPI (64 Jahre), RAD5ID (60
Jahre) und BRCA?2 (62 Jahre) eher spéter erkranken®. Auch Weber-Lassalle et al. zeigten in
ihrer Studie eine hohere BRIPI-Mutationsprivalenz >60 Jahren bei ED im Vergleich zu
frither erkrankten Patientinnen.** In einer 2021 verdffentlichten umfangreichen Studie von
Cummings et al. zeigte sich ein medianes Erkrankungsalter von 53 Jahren fiir BRCAI, 59

Jahren fiir BRCA2, 65 Jahren fiir BRIPI, 62 Jahren fiir RAD51C und 57 Jahren fiir RAD51D.%'
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2.9 Studien zu einem jungen Erkrankungsalter

Anders als vielleicht anzunehmen scheint ein sehr junges Erkrankungsalter bei
Ovarialkarzinomen jedoch nicht mit einer erhhten Mutationspravalenz assoziiert zu sein.
Bisher gibt es nur wenige Studien, die sich exklusiv mit der Gruppe der sehr jung-erkrankten
Frauen mit einem Alter von <40 Jahren bei Erstdiagnose beschéftigt haben und die bisherigen
Ergebnisse sind kontrovers.

In der bereits dargestellten Studie von Carter et al. konnte gezeigt werden, dass Frauen mit
einem Erkrankungsalter unter 30 Jahren und {iber 70 Jahren eine deutlich geringere
Mutationsprivalenz (8,2%), verglichen mit der Altersgruppe 30 bis einschlieBlich 69 Jahre
(14,8%), zeigten.® Auch Song et al. fanden bei der Untersuchung einer Kohorte von 2.240
Frauen mit Ovarialtumoren heraus, dass nur 5% aller Mutationstridgerinnen jlinger als 40
Jahre bei Erstdiagnose waren.'® Eine 2019 verdffentlichte Studie von Lu et al. konnte ein
grofleres Kollektiv (n=445) von jung-erkrankten Patientinnen mit einem Erkrankungsalter
<45 Jahren beschrieben und molekulargenetisch untersucht werden. Hier zeigte sich, dass von
den untersuchten nicht-BRCA1/2-Genen ausschliefSlich MSH6 mit einem erhohten
Erkrankungsrisiko bei jung-erkrankten Frauen <45 Jahren assoziiert ist.*

Nachfolgend werden drei Studien, die sich exklusiv mit der Gruppe der fritherkrankten
Frauen mit Ovarialkarzinom beschiftigen, diskutiert.

In einer Studie von Bernards et al. aus dem Jahr 2016, wurde ein Studienkollektiv von 47
Patientinnen mit einem Erkrankungsalter bis einschlieBlich 40 Jahre auf pathogene Varianten
in den Eierstockkrebs-assoziierten Genen BARDI, BRCAI, BRCA2, BRIPI, PALB2,
RAD5I1C, RAD5ID, den MMR-Genen und zusitzlichen Kandidatengenen ATM, BAPI,
CHEK2, MREI14A, NBN, PTEN und TP53 untersucht. Insgesamt konnten pathogene
Varianten in 28% der Fille nachgewiesen werden, von denen 77% in BRCA 1 und jeweils eine
Mutation in BRCA2, MSH2, RAD51, NBN und CHEK?2 nachgewiesen werden. Auf Grundlage
ihrer Ergebnisse kommen Bernards et al. zu dem Schluss, dass eine erhohte BRCAI-
Mutationsrate im Vergleich zu altersunspezifischen Kohorten vorliegt. Zudem konnte keine
erhohte Mutationsprévalenz bei Fillen mit familidrer Hiufung gezeigt werden.®

In einer weiteren Publikation aus dem Jahr 2013, die sich mit einer Kohorte von 52
fritherkrankten Frauen unter 41 Jahren mit OC beschiftigt, konnten Arts-De Jong et al. keine
Unterschiede in der Mutationspravalenz (19%) von BRCAI (n=8) und BRCA2 (n=2) im
Vergleich zu unselektierten Kohorten finden. Im Gegensatz zu Bernards et al. stellten sie

jedoch eine signifikante Assoziation mit einer positiven Familiengeschichte fest.*
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Kontriar zu diesen beiden Studien kommen Stratton et al. in einer bereits 1999 publizierten
Studie zu dem Schluss, dass bei 191 getesteten Frauen mit einem Erkrankungsalter bis
einschlieBlich 30 Jahren keine erbliche Préadisposition in BRCAI, BRCA2, MLHI und MSH?2
der Erkrankung zugrunde liegt.”

Abgesehen von den beschriebenen Studien gibt es Publikationen, die sich im Speziellen mit
dem Zusammenhang pathogener Varianten im Gen SMARCA4 und dem kleinzelligen
Ovarialkarzinom vom hyperkalzdmischen Typ auseinandersetzen. Frauen mit einem
Ovarialkarzinom dieses bestimmten histologischen Typs erkranken durchschnittlich mit 30

Jahren und sind hiufig Trigerinnen pathogener Varianten in SMARCA4.*™*

2.10 Zielsetzung und Problemstellung

Durch die Tatsache, dass Eierstockkrebs selten bei jungen Frauen diagnostiziert wird, gibt es
nur eine geringe Anzahl von Studien, die sich exklusiv mit den fritherkrankten Frauen mit
Ovarialkarzinom beschéftigen. Durch die sehr kleinen Studienkollektive sind die Ergebnisse
dieser Studien zum Teil widerspriichlich und bediirfen weiterer Forschung. Abgesehen von
der BRCA-Mutationsprivalenz gibt es bisher auch eine sehr limitierte Datenlage hinsichtlich
der nicht-BRCA1/2 HR-Gene.

Die vorliegende Arbeit ermdglicht es, ein grofes Kollektiv jung-erkrankter Frauen mit einem
Erkrankungsalter von <40 Jahren bei Erstdiagnose auf Genmutationen in etablierten
Eierstockkrebs-priadisponierenden Genen und Kandidatengenen zu untersuchen. Auflerdem
kann durch ein zusitzliches Analyseverfahren erforscht werden, ob eine Methylierung der
BRCAI-Promotorregion vorliegt und mdglicherweise é&tiologisch fiir die Entstehung der

Krankheit ist.

3 Material und Methoden

Die Studienkohorte wurde {iber verschiedenen Zentren des Deutschen Konsortiums
Familidrer Brust- und Eierstockkrebs (engl. German Consortium for Hereditary Breast and
Ovarian Cancer, GC-HBOC) generiert. Die Next-Generation Sequenzierung (NGS) wurde als
Auftrags-Sequenzierung im Cologne Center for Genomics (CCG) durchgefiihrt. Alle weiteren
Analysen der Sequenzierung erfolgtem im Labor des Zentrums Familidrer Brust- und

Eierstockkrebs der Uniklinik Kd&ln. Fiir die Methylierungsanalyse wurden Réaumlichkeiten
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und Gerite des Labors der Klinik und Poliklinik fiir Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde des

Universititsklinikums Bonn zur Verfiigung gestellt.

3.1 Studienpopulation

Die Daten wurden in verschiedenen Zentren des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust-
und Eierstockkrebs im Rahmen des HerediCaRe Projekts deutschlandweit erhoben und in der
zentralen Datenbank des Instituts fiir Medizinische Informatik, Statistik und Epidemiologie
(IMISE) in Leipzig festgehalten. Ziel des HerediCaRe Projekts ist es, ein nationales Register
zur Sammlung umfangreicher Daten iiber hereditire Tumorerkrankungen aufzubauen.® Bis
zum Zeitpunkt der Abfrage am 12.08.2019 wurden Daten von insgesamt 4.975 Patientinnen
mit Eierstockkrebs ohne eine zusétzliche Brustkrebserkrankung im Alter von 10 bis 93 Jahren
in der zentralen Datenbank des IMISE dokumentiert. Alle Patientinnen haben sich im
Vorhinein fiir die Verwendung ihrer Daten zu Forschungszwecken bereiterklért. Fiir die
weiteren Untersuchungen liegt der Fokus auf den jungen Patientinnen mit einem
Erkrankungsalter unter 41 Jahren.

Diese Population der jung-erkrankten Patientinnen umfasst 729 Frauen mit einem
Erkrankungsalter von 10 bis 40 Jahren und einem durchschnittlichen Alter von 32 Jahren bei
(ED) der Erkrankung.

Bei 307 Patientinnen handelt es sich um singuldre Fille, bei 369 gibt es eine familidre
Belastung fiir Brust- und/oder Eierstockkrebs und in 53 Féllen gibt es weitere
Eierstockkrebserkrankungen innerhalb der Familie. Die Histologie des Tumors ist in 201
Féllen bekannt.

Fir die weitere Genanalyse wurden alle 133 BRCAI und 13 BRCA2 positiven Fille
ausgeschlossen. Von den iibrigen 583 BRCAI/2 negativen Fillen wurden 215 Proben im
Vorhinein iiber eine der drei Versionen des TruRisk” Multigenpanels analysiert (TruRisk® v1
n=137, TruRisk® v2 n=77, TruRisk® v3 n=1). Weitere 240 Proben, die bisher nur eine
einfache BRCA1/2 Testung hatten, erhielten mittels NGS eine Mulitgenpanel-Analyse iiber
ein umfangreiches Forschungspanel, welches 251 Gene umfasst. Aufgrund von nicht
verfligbarem DNA-Material mussten 128 Proben von weiteren Analysen ausgeschlossen
werden.

Fiir die Methylierungsanalyse konnte Material von 425 Proben verwendet werden. Von den
425 Proben konnten 423 aus der quantitativen Methylierungsanalyse ausgewertet werden.

Die Arbeitsschritte der Studie und die Auswahl des Studienkollektivs werden in Abbildung 3

anhand eines Flussdiagramms schematisch dargestellt.
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Abbildung 3: Flussdiagramm des Studienkollektivs

Erstellt mit BioRender.com

3.2 Kontrollkohorte

Zusitzlich zur Studienkohorte wurde eine Kontrollgruppe von 503 nicht-erkrankten Frauen
auf eine konstitutive Methylierung der BRCAI-Promotorregion untersucht. Die gesunden
Kontrollpersonen wurden im Rahmen einer Studie zu genetischen Faktoren bei Personen ohne
Nachweis einer Krebserkrankung rekrutiert. Die Altersspanne der Frauen lag bei 59 bis 68
Jahren mit einem medianen Alter von 65 Jahren zum Zeitpunkt der Probenentnahme. Alle

Frauen waren zum Zeitpunkt der Probenentnahme krebsfrei. Von den insgesamt 503 Proben
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konnten die Ergebnisse von 476 Proben aus der quantitativen Methylierungsanalyse

ausgewertet werden.

3.3 DNA-Sequenzierung

Die Mulitgenpanel-Testung wurde mittels NGS Methoden als Auftragssequenzierung im
CCG durchgefiihrt. Hierzu musste zundchst eine Auswahl der zu untersuchenden Gene
getroffen werden und die Proben mussten fiir die NGS-Analyse vorbereitet werden. Die
Methode der Next Generation Sequenzierung bietet die Moglichkeit parallel eine Vielzahl
von Genen zu untersuchen und diese mit einem Referenz-Genom zu vergleichen. Durch diese
Methode konnen Punktmutationen oder kleinere Insertionen und Deletionen in kodierenden
Exons und Exon/Intron-Ubergiingen detektiert werden.

Die Ergebnisse der NGS Untersuchung konnten im Anschluss an die Analyse iiber die
Datenbank des CCG (varbank.ccg.uni-koeln.de) abgerufen werden, um sie in Hinblick auf
ihre Pathogenitit zu klassifizieren. Alle detektierten pathogenen Varianten wurden zusitzlich
durch eine Sanger Sequenzierung bestétigt.

Eine weitere Analyse der NGS Rohdaten mittels einer bioinformatischen Software konnte
Auskunft iiber mogliche Kopienzahlenvariantionen (CNVs) in den untersuchten Genen geben.
Um dies zu bestdtigen wurden die auffilligen DNA-Sequenzen iiber die MLPA-Methode
(Multiplexe ligationsabhéngige Sondenamplifikation, engl. Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification) untersucht und mogliche Deletionen oder Duplikationen konnten

identifiziert werden.

3.3.1 Genauswahl

Von den 455 Proben, welche iiber eine Multigentestung analysiert wurden, sind 215 Proben
bereits im Vorhinein durch das TruRisk® Multigenpanel in verschiedenen Zentren des GC-
HBOC sequenziert worden. Das TruRisk® Multigenpanel wurde fiir die Analyse von Brust-
und Eierstockkrebs assoziierten Risikogenen vom GC-HBOC auf Grundlage umfassender
Literaturrecherche entwickelt. Es umfasst gesicherte Kerngene und zusétzliche
Forschungsgene und wird in der Routinediagnostik verwendet.*® Die 240 Proben, welche im
Vorhinein nur auf Mutationen in den beiden BRCA-Genen getestet wurden, erhielten
zusitzlich eine Analyse durch das PERPECTIVE Panel. Dieses umfasst 251 Gene, bestehend

aus etablierten Risikogenen fiir Brust- und Eierstockkrebs und zahlreichen Kandidatengenen.
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Die Gene, welche in Hinblick auf ihre Assoziation mit Eierstockkrebs betrachtet werden, sind
auf Grundlage vorangegangener Publikationen ausgewéhlt.

In der Studie von Lilyquist et al. konnten insgesamt sieben Gene als signifikant mit dem OC
assoziiert identifiziert werden. Diese sind BRCAI, BRCA2, BRIP1, MSH2, MSH6, RAD51C
und RAD5ID."" Zudem konnten Yang et al. die positive Assoziation zwischen pathogenen
Varianten in PALB2 feststellen.”” Im Folgenden werden diese Gene als gesicherte OC-Gene
betrachtet.

Da in den weiteren sieben Genen ATM, MLHI, MRE11A4, NBN, PMS2, RAD50 und TP53 in

. . . 1,6,7,11
den bereits beschriebenen Studien'®”

nur widerspriichliche oder unklare Assoziationen
festgestellt werden konnten, werden diese Gene im Folgenden als Kandidatengene betrachtet.
Auch das, mit dem kleinzelligen Ovarialkarzinom vom hyperkalzdmischen Typ assoziierte,
Gen SMARCA4 soll als Kandidatengen untersucht werden, da die Erkrankung haufig bei

Patientinnen mit einem sehr jungen Erkrankungsalter zu finden ist.***

Tabelle 6: Darstellung der Genauswahl fiir die molekulardiagnostische Untersuchung

Gesicherte OC-Gene OC-Kandidatengene
BRCAI ATM
BRCA2 MLHI
BRIPI MREI14
MSH?2 NBN
MSH6 PMS2
PALB2 RAD50
RADSIC TP53
RADS51D SMARCA4

3.3.2 Proben

Bei den Proben des Studienkollektivs und der Kontrollkohorte handelte es sich um
genomische DNA aus Vollblutproben. Bis auf n=33 Proben fiir die Sequenzierung und die
Methylierungsanalyse des Studienkollektivs sind alle Proben in der zentralen Biobank des
Zentrums Familidrer Brust- und Eierstockkrebs in Koln verfiigbar. Die weiteren n=33 Proben
wurden von externen Zentren des GC-HBOC zur Verfiigung gestellt.

Die Proben der Kontrollkohorte wurden vom Zentrum Familidrer Brust- und Eierstockkrebs

zur Verfiigung gestellt.
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3.3.3 DNA-Konzentrationsmessung und Verdiinnung

Fir die Sequenzierung mittels NGS mussten normalisierte DNA-Proben auf 96-Well
Miktotiterplatten (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachussets, USA) gegeben werden.
Um zunidchst die genaue DNA-Konzentration der einzelnen Patientenproben zu ermitteln
wurde das Quant- IT™ High Sensivity und Broad Range Kit sowie das Qubit dsSDNA Assay
Kit (Invitrogen, Waltham, Massachussets, USA) verwendet. Die Quantifizierung der DNA-
Losungen erfolgte iiber das Tecansystem (Tecan Group Ldt, Ménnedorf, Kanton Ziirich,
Schweiz) sowie iiber das Qubit” Fluorometer und diente als Grundlage fiir darauffolgende
DNA-Verdiinnungsschritte. Die mittels NGS zu analysierenden Proben sollten eine
Zielkonzentration von 10ng/ul auf ein Volumen von 10ul haben. Nach der
Konzentrationsbestimmung wurden die Proben mit einem TE-Puffer auf die vorgegeben

Konzentration in den Wells der 96-Mikrotiterplatte verdiinnt.

3.3.4 Next Generation Sequencing (NGS)

NGS Systeme wurden Anfang der 2000er Jahre eingefiihrt und stellen eine deutlich schnellere
und kostengiinstigere Methode gegeniiber der Sanger Sequenzierung dar. Heute werden NGS
Systeme unter anderem in der molekulargenetischen Forschung und Diagnostik eingesetzt.
Die Methode des NGS beruht auf dem Prinzip der massiven Parallel-Sequenzierung von
DNA-Fragmenten und bietet somit die Mdglichkeit, mehrere kodierende Exons ausgewéhlter
Gene parallel zu sequenzieren.”” Die Proben wurden mittels der Sequenzierungssysteme
HiSeq4000 sowie NovaSeq 6000 von Illumina (Illumina, San Diego, Californien, USA) als
Auftrags-Sequenzierungen im Cologne Center for Genomics (CCG) analysiert.

Die Illumina-Sequenzierung lasst sich grundsétzlich in vier Schritte unterteilen und wird auch
als ,,Sequenzierung durch Synthese* bezeichnet.

Der erste Schritt ist die Erstellung einer DNA-Bibliothek, hierbei wird die zu untersuchende
Doppelstrang-DNA zunichst fragmentiert. Als nidchstes werden Adapter mit Bindungsstellen,
in Form von Oligonukleotiden und Sequenzierungs-Primern, an die beiden Enden der DNA-
Fragmente angefiigt. Anschlieend beginnt die Clusterbildung, eine Amplifikation der DNA-
Fragmente. Die DNA-Fragmente werden mittels der Oligonukleotide auf einer FlieBzelle
befestigt. Eine FlieBzelle ist ein Glasobjekttriger mit Kanélen, deren Boden mit
komplementdren Oligonukleotiden bedeckt ist und in denen sich Sequenzierungschemie
befindet. Die Oligonukleotide der DNA-Fragmente binden an die komplementéren
Oligonukleotide und befestigen die DNA-Fragmente auf der FlieBzelle, um diese wihrend der

Sequenzierung in Position zu halten. Die Fragmente werden nun gespalten und iiber Bridge-
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Amplifikation wird jedes DNA-Fragment in tausende identische Kopien geklont, deren
Anhdufung als Cluster bezeichnet wird. Das Prinzip beruht darauf, dass jede Nukleinbase
durch ein Fluoreszenz-Signal bestimmt werden kann. Die Clusterbildung ist wichtig, um ein
ausreichend intensives Lichtsignal zu generieren, um detektiert werden zu konnen. Fiir die
Sequenzierung, dem dritten Schritt, werden Primer und fluoreszierend markierte Basen zu der
DNA hinzugegeben. Die Primer binden an die, auf der FlieBzelle befestigten, DNA-
Einzelstringe und nacheinander fligt eine DNA-Polymerase die markierten Basen an den
neuen Komplementdrstrang. Pro Runde wird immer nur ein Nukleotid befestigt. Jede der vier
Basen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin ist mit einer anderen Fluoreszenzfarbung
markiert und nach jeder Anfligung wird das spezifische Signal des angefiigten Nukleotids
detektiert und die entsprechende Base kann identifiziert werden. Dies macht es moglich, die
genaue Basenabfolge zu bestimmen. Dieser Vorgang wird fiir Millionen von Clustern parallel
durchgefiihrt. Die Synthese eines Amplikons wird als ,,Read* bezeichnet und mehrfach fiir
beide Komplementirstrange durchgefiihrt. In dem letzten Schritt, der Datenanalyse, werden
alle ,,Reads™ geclustert und mit einem Referenz-Genom verglichen, um Varianten in der
getesteten DNA zu finden.™

Die folgende Abbildung stellt den beschriebenen Prozess der Sequenzierung durch Synthese

schematisch dar.
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Abbildung 4: Sequenzierung durch Synthese

Schematische Darstellung der Sequenzierung durch Synthese erstellt mit BioRender.com

Die Rohdaten der NGS-Analyse wurden softwarebasiert in eine Nukleotidabfolge iibersetzt
und iiber die Online-Datenbank Varbank Version 2.26 (varbank.ccg.uni-koeln.de) des

Cologne Center for Genomics bereitgestellt.

3.3.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die DNA-Sequenzen, in denen sich Auffélligkeiten in der NGS-Auswertung zeigten, mussten
anschliefend iiber eine Sanger Sequenzierung bestitigt werden. Dazu musste die DNA
zunichst denaturiert und die zu untersuchende Sequenz mittels Polymerase-Kettenreaktion

(PCR) amplifiziert werden. Die gewiinschten Sequenzabschnitte wurden mittels QTAGEN®-
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Multiplex PCR-Kit (QIAGEN®, Hilden, Deutschland) fiir die Sanger Sequenzierung unter der
Verwendung sequenzspezifischer Primer vervielfaltigt.
Der erste Schritt ist das Ansetzen des PCR-Mastermixes. Dieser besteht pro Reaktion aus 5Sul
QIAGEN®-Multiplex PCR Mix, 2ul H,0 und jeweils 1pl sequenzspezifischem Forward- und
Reverse-Primer. AnschlieBend werden pro Probe 9ul des vorbereiteten PCR-Mastermixes in
die PCR-Reaktionsgefille vorgelegt und 1ul (verdiinnt auf 30ng/ul) der zu untersuchenden
DNA und eine DNA-positive Kontrolle je Exon dazugegeben. Die PCR wurde im
Thermocycler (Analytik Jena, Jena, Deutschland) durchgefiihrt.
Der Thermocycler-Ablauf wurde wie folgt programmiert:
I.  Denaturierung/Aktivierung bei 95°C fiir 10 Minuten
II. 31 Zyklen bestehend aus:
i.  Denaturierung bei 95°C fiir 15 Sekunden
ii.  Primeranlagerung bei 54°C-60°C fiir 30 Sekunden
iii.  Amplifikation bei 72°C fiir 60 Sekunden
II.  Finale Amplifikation bei 72°C fiir 7 Minuten
IV.  Inkubation/Pause bei 4°C

3.3.6 Aufreinigung der PCR-Produkte
Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mittels ExoSAP-IT™ (Affymetrix, UK Ltd,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) und dient dem Abbau
iiberschiissiger Desoxynukleosid-Triphosphate (ANTPs) und Primer. Pro Probe wurden 1,5ul
ExoSAP-IT™ zu 3ul PCR Produkt gegeben und in den Thermocycler (Analytik Jena, Jena,
Deutschland) gestellt.
Der Thermocycler-Ablauf wurde wie folgt programmiert:

I.  Inkubation bei 37°C fiir 15 Minuten

II.  Deaktivierung bei 80°C fiir 15 Minuten
III.  Pause bei 4°C

AnschlieBenden waren die Proben bereit flir die Sanger Sequenzierung.

3.3.7 Sanger Sequenzierung

Die Sanger Sequenzierung oder auch Kettenabbruchmethode beruht auf dem Prinzip der
Termination replizierter DNA-Sequenzen durch markierte Didesoxynukleosid-Triphosphate

(ddNTPs). Diese ddNTPs sind modifizierte Nukleotide, welche durch das Fehlen einer 3°’OH
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Gruppe zu einer vorzeitigen Termination des, von der DNA-Polymerase gebildeten,
Komplementirstrangs fiihren. Durch die Einfithrung dieser Methode in den 1970er Jahren
machten Sanger et al. es moglich, mit einem einzigen Primer die Abfolge von inzwischen
400-600 Nukleotiden zu bestimmen.” Bis heute gilt die Sanger Sequenzierung als
Goldstandard in der DNA-Sequenzierung. Mittlerweile werden dazu jedoch voll-
automatisierte Methoden verwendet.”

Die hier verwendete Methode beruht auf dem Prinzip der voll-automatisierten Sanger
Sequenzierung mit Fluoreszenz basierter DNA-Analyse und Kapillarelektrophorese.

Vor der Sequenzier-PCR werden Standard-dNTPs und modifizierte Nukleotide, welche
jeweils mit unterschiedlichen Fluroreszenz-Farbungen markiert sind, zu der zu
untersuchenden DNA gegeben. Wihrend der Sequenzier-PCR fiigt eine DNA-Polymerase
nacheinander entsprechende Nukleotide an die entstehenden Amplikons. Die zufillige
Eingliederung eines fluoreszierend markierten ddNTPs fiihrt zu der vorzeitigen Termination
der Sequenz. So entstehen DNA-Sequenzen unterschiedlicher Lange. Anschlieend findet die
Trennung der Sequenzen in diinnen Kapillarrohrchen, welche mit Elektrolytfliissigkeit gefiillt
sind, statt. Kurze DNA-Fragmente mit geringerer molekularer Masse bewegen sich mit einer
hoheren Geschwindigkeit in Richtung der Anode am Ende der Kapillarréhrchen. Durch ein in
dem Rohrchen befindliches Fenster fallt ein Anregungslaser auf die passierenden Amplikons.
In dem Moment, wenn die Amplikons das Fenster passieren, emittieren die markierten
ddNTPs ein charakteristisches Lichtsignal, das {iber einen Lichtsensor detektiert werden kann.
Eine Software kann dann dieses Lichtsignal interpretieren und dem jeweiligen Nukleotid
zuordnen. Am Ende gibt die Software ein Elektropherogramm und die genaue Basenabfolge
der untersuchten DNA-Sequenz in Form einer Textdatei aus.”!

Die automatisierte Sanger Sequenzierung der auffilligen DNA-Sequenzen aus der NGS-
Analyse wurde mit dem ABI PRISM BigDye Terminator vl.1 Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) in dem Genetic Analyzer
3500xL (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) durchgefiihrt.

Zunichst wurde der Mastermix fiir die Sequenzier-PCR angesetzt. Dazu wurden pro Probe
6,75ul HPLC-H,O, 0,75ul BigDye Terminator v. 1.1, welcher unter anderem die
modifizierten Neukleotide enthdlt und 1ul 5x Sequencing Puffer zusammen gegeben.
AnschlieSend wurde pro Probe 0,5ul sequenzspezifischer Primer (Forward oder Reverse) und
8,5ul des Mastermixes flir die Sequenzier-PCR auf jeweils 1ul der aufgereinigten PCR
Produkte pipettiert.
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Der Thermocycler-Ablauf wurde wie folgt programmiert:
I.  Initiale Denaturierung bei 96°C fiir 30 Sekunden
II. 15 Zyklen bestehend aus:
1. Denaturierung bei 96°C fiir 10 Sekunden
ii.  Primeranlagerung bei 55°C fiir 5 Sekunden
iii.  Amplifikation bei 60°C fiir 90 Sekunden
III.  Inkubation/Pause bei 4°C

Als néchster Schritt erfolgt die Aufreinigung der PCR-Produkte mittels des BigDye
XTerminator Kit (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA). Das Kit besteht aus zwei
Reagenzien, der SAM™ Losung und der XTerminator' ™ Losung. Zu jeder Probe werden
45ul der SAM™ Losung und 10pl der XTerminator™ Lésung gegeben und fiir 30 Minuten
gut vermischt. Im Anschluss werden die aufgereinigten PCR-Produkte fiir 2 Minuten herunter
zentrifugiert.

Im letzten Schritt konnen die PCR-Produkte in den Genetic Analyzer 3500xL (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, USA) zur vollautomatisierten Sanger Sequenzierung mit
Fluoreszenz basierter DNA-Analyse und Kapillarelektrophorese {iiberfiihrt werden. Als
Gelmatrix dient das Dextran-Epichlorhydrin-Copolymer Sephadex.

3.3.8 Detektion von Kopienzahlvariationen (CNVs)

Ergidnzend zu der Sanger Sequenzierung, die besonders Punktmutationen oder kleine
Deletionen nachweisen kann, wurden weitere Untersuchungen durchgefiihrt, um groBere
Deletionen oder Duplikationen bestimmter DNA-Abschnitte zu identifizieren.

Die Ergebnisdateien der NGS-Analyse wurden mit Hilfe der bioinformatischen Software
ExomeDepth Version 1.1.15 auf Kopienzahlvariationen (CNVs), also Deletionen oder
Duplikationen von DNA-Abschnitten, tiberpriift. ExomeDepth ist ein bioinformatisches Tool,
das entwickelt wurde, um anhand eines Referenzsatzes CNVs aus Sequenzierdaten zu
detektieren.”” Findet die Software auffillige Sequenzen in bestimmten Genom-Regionen,

wird eine MLPA zugefiihrt, um diese Auffélligkeiten zu bestitigen.
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3.3.9 Multiplexe ligationsabhingige Sondenamplifikation (MLPA)

Die MLPA bietet die Moglichkeit, Deletionen und Duplikationen sowohl ganzer
Chromosomen als auch einzelner Exons und kleinerer DNA-Sequenzen zu bestimmen. Das
Prinzip der MLPA beruht darauf, dass nicht die ,,Target“-Sequenz der zu untersuchenden
DNA selbst, sondern sequenzspezifische Sonden amplifiziert werden. Die Sonden, die zu der
DNA hinzugegeben werden bestehen aus zwei Oligonukleotiden, die jeweils an benachbarte
Regionen der ,,Target“-DNA binden. Um die beiden Teile der Sonden amplifizierbar zu
machen, miissen diese durch ein Enzym zusammengefiigt werden. Jede Sonde enthilt eine
kurze synthetische Sequenz, die etwa 21-30 Nukleotide umfasst, und eine ldngere Sequenz,
die zum einen 25-43 Nukleotide komplementéir zur ,,Target“-DNA und zum anderen eine
sogenannte Stuffer-Sequenz, umfasst. Die Stuffer-Sequenz jeder Sonde hat eine spezifische
Anzahl an Nukleotiden, die sie wihrend der Kapillarelektrophorese identifizierbar macht.
Alle Sonden enthalten die gleichen Primer-Regionen, was die simultane Amplifikation mit
nur einem Primer-Paar ermoglicht.”

Die MLPA wurde an zwei aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt und umfasst sechs
Schritte: Denaturierung, Hybridisierung, Ligation, Amplifikation, Fragment-Separation und
die anschlieBende Datenanalyse. Bei der Analyse wurden alle zur MLPA bendtigten
Reagenzien und die Analyse-Software der Firma MRC Holland (MRC Holland, Amsterdam,
Niederlande) verwendet. Fiir die durchgefiihrten Analysen wurden folgende Kits verwendet:
SALSA MLPA Probemix P003 MLH1/MSH2; SALSA MLPA Probemix MLHI1-MSH2
Confirmation; SALSA MLPA Probemix P190 CHEK2; SALSA MLPA Probemix P190
CHEK2; SALSA MLPA Probemix P045 BRCA2/CHEK?2; SALSA MLPA Probemix P077
BRCAZ2 Confirmation; SALSA MLPA Probemix P260 PALB2-RAD50-RAD51C-RADS1D.

Erster Tag - Denaturierung der DNA-Proben und die anschlieBende Hybridisierung

der MLPA-Sonden
Fiir die Denaturierung wurden pro Probe 5ul DNA-Probe verdiinnt auf eine Konzentration
von 15ng/ul im Thermocycler (Analytik Jena, Jena, Deutschland) bei 98°C fiir 5 Minuten
denaturiert und anschliefend auf eine Temperatur von 25°C heruntergekiihlt. Wihrend der
Denaturierung wurde der Mastermix fiir die Hybridisierung pro Probe bestehend aus 0,75ul
Probe-Mix und 0,75ul SALSA MLPA Puffer hergestellt. Im SALSA Probemix befinden sich
bis zu 60 verschiedene fluoreszierend markierte MLPA-Sonden. Im Anschluss wurden pro

Probe 1,5ul Mastermix zu jeder denaturierten DNA-Probe pipettiert. Die PCR-Gefédlle wurden
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wiahrend der Zugabe des Mastermixes nicht aus dem Thermocycler genommen, um die
Temperatur von 25°C zu halten.
Der Thermocycler-Ablauf wurde wie folgt programmiert:
I.  Eine Minute bei 95°C
II.  16-20 Stunden bei 60°C
Wihrend dieser Zeit lagern sich die MLPA-Sonden an die Einzelstrang-DNA an.

Zweiter Tag - Ligation und PCR sowie die Fragmentanalyse
Zunichst wurde der Ligase-Mix hergestellt. Dazu wurden pro Probe 1,5ul Ligase-65 Puffer
A, 1,5ul Ligase-65 Puffer B, 0,5ul Ligase-65 und 12,5ul H,O zusammengegeben und gut
vermischt. Bevor der Ligase-Mix zu den Proben pipettiert wurde, wurde der Thermocycler-
Ablauf wie folgt programmiert:
I. 15 Minuten bei 54°C
II. 5 Minuten bei 98°C
II.  Pause bei 20°C
Das Thermocycler-Programm wurde gestartet und sobald das Gerdt die Temperatur von 54°C
erreichte, wurde das Programm pausiert und pro Probe 16pul Ligase-Mix mit einer §-Kanal-
Pipette (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) in die PCR-Gefdlle gegeben und vorsichtig
mit der Pipette vermischt. AnschlieBend wurde das Thermocycler-Programm fortgesetzt. Das
Enzym Ligase-65 katalysiert eine kovalente Bindung zwischen den beiden Abschnitten der
MLPA-Sonden und macht sie damit amplifizierbar.
Anschliefend folgte die Amplifikation, bei der die Ligationsprodukte inklusive der
Fluoreszenzmarkierung durch Zugabe von PCR Primern, dNTPs und Polymerase
vervielfdltigt wurden. Dazu wurde 5pl PCR-Mastermix pro Probe, bestehend aus 1pl Salsa
PCR Primer FAM, 0,25ul SALSA Polymerase und 3,75ul H,O, mit einer §-Kanal-Pipette in
die PCR-GefdBe zu den Proben gegeben und mit der Pipette vermischt. Die Zugabe des PCR-
Mastermixes erfolgte wihrend die PCR-Gefaf3e bei 20°C im Thermocycler standen.
Der PCR Ablauf wurde wie folgt programmiert:
I. 35 Zyklen von je:
1. 30 Sekunden bei 95°C
ii. 30 Sekunden bei 60°C
iii. 60 Sekunden bei 72°C
II. 20 Minuten bei 72°C
II.  Pause bei 20°C
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Fiir die finale Fragmentanalyse wurde jeweils 1ul PCR-Produkt mit 0,3ul GS 500 Rox
Standard und 9ul HiDi Formamid in eine MicroAmp® Fast optical 96-well Reaktions-Platte
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) pipettiert und bei 90°C fiir 2
Minuten im Thermocycler denaturiert.

Im Anschluss wurden die MLPA-Amplikons in den Genetic Analyzer 3500xL (Applied
Biosystems”, Foster City, CA, USA) gegeben und mittels Kapillarelektrophorese separiert.
Durch die einzigartige Linge der Stuffersequenzen der Sonden, konnen diese in der
Kapillarelektrophorese identifiziert werden. Ein Anregungslaser fdllt auf die passierenden
MLPA-Amplikons, die darauthin ein Lichtsignal emittieren. Parallel laufen Grof3enstandards
mit bekannter Linge und dienen als GroBenreferenz. Somit kann die genaue Lénge jedes
Amplikons bestimmt und der jeweiligen ,,Target“-DNA-Sequenz zugeordnet werden. Die
Datenanalyse erfolgte iiber die Coffalyser DB v. 13010 Software (MRC Holland, Amsterdam,
Niederlande). Die Software vergleicht die Testdaten mit Referenz-Sonden im ,,housekeeping*
Genom, die in der Regel in zwei Kopien vorliegen. Liegt das Amplifikationsprodukt einer
bestimmten ,,Target“-Sequenz in gesteigerter oder verringerter Menge vor, kann darauf
geschlossen werden, dass entsprechend eine Duplikation oder Deletion der DNA-Sequenz in

der untersuchten Probe vorliegt (MRCHolland.com).
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Abbildung 5: MLPA

Auswertung einer MLPA-Analyse mit Detektion einer Deletion in Exon 9-10 des CHEK2-Gens (MRC Holland, Amsterdam,
Niederlande)
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3.3.10 Variantenklassifikation
Die Variantenklassifizierung erfolgte auf Grundlage der Regularien des ENIGMA (engl.

Evidence-based Network for the Interpretation of Germline Mutant Alleles) Konsortiums.
Alle detektierten genetischen Varianten werden anhand einer flinfstufigen Skala der
Internationalen Agentur fiir Krebsforschung (IARC) basierend auf der Funktionalitdt der
Sequenz klassifiziert. Die Einteilung ist wie folgt: class 1 = neutral, class 2 = wahrscheinlich
neutral, class 3 = unklare Datenlage, class 4 = wahrscheinlicher relevanter Funktionsverlust
und class 5 = relevanter Funktionsverlust.

Bei den etablierten OC-Risikogenen konnte die Pathogenitét bestimmter Varianten (nicht nur
Protein-trunkierende, sondern auch Missense-Varianten) bereits bestitigt werden. Fiir die
detektierten Varianten in OC-Kandidatengenen kann man bis jetzt die Pathogenitit Protein-

trunkierender Varianten nur vermuten.”*

3.4 Methylierungsanalyse

Eine weitere Untersuchung der DNA-Proben stellt die Methylierungsanalyse dar. Es sollte
untersucht werden, ob eine konstitutive Methylierung der Promotorregion des BRCAI-Gens
im Blut nachgewiesen werden kann. Im Anschluss sollte die detektierte Methylierung
quantifiziert werden. Das Prinzip der Bisulfit-Sequenzierung beruht auf der Identifikation
methylierter DNA-Sequenzen durch die Unterscheidung von nicht-methyliertem Cytosin und
5-Methylcytosin. Das urspriingliche Protokoll der Bisulfit-Behandlung wurde 1992 von
Frommer et al. entwickelt.”” Um die Differenzierung moglich zu machen, wurde die zu
untersuchende DNA mit Bilsufit behandelt. Bisulfit reagiert mit Cytosin, wohingegen in
Verbindung mit 5-Methylcytosin keine Reaktion stattfindet. Bei der Reaktion konvertiert
Bisulfit die Cytosin-Nukleotide durch hydrolytische Desaminierung zu Uracil. Bei der
anschlieBenden PCR Amplifikation wird Uracil wie Thymin erkannt und es wird Adenin
anstelle von Guanin im neugebildeten Komplementirstrang gepaart’. Die folgende
Abbildung zeigt den Unterschied zwischen Cytosin und 5-Methylcytosin im neugebildeten

Komplementirstrang.
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Abbildung 6: Bisulfit-Konvertierung

Schematische Darstellung der Bisulfit-Konvertierung erstellt mit BioRender.com

In diesem Falle wurde einem weiterentwickelten Protokoll basierend auf Jung et al.”® gefolgt.
Alle verwendeten Reagenzien sind Teil des innuCONVERT Bisulfite Basic Kit (Analytik

Jena, Jena, Deutschland).

3.4.1 Vorbereitung der Probenlysate
Hierzu wurde die DNA-Konzentration ein weiteres Mal mittels Qubit beziehungsweise
Nanodrop ermittelt. Darauthin wurde die DNA mit H,O verdiinnt, sodass sich ein Probenlysat

mit einer Konzentration von 5ng/ul ergab.

3.4.2 Bisulfit-Behandlung

Fir die Bisulfitumwandlung wurde zunéchst das Bisulfit-Reaktionsgemisch vorbereitet.
Hierzu wurde 100ul der DNA-Proben mit 100ul Acrylnitril-Butadin-Styrol (ABS) 70% und
50ul Denaturierungspuffer (100 mg/ml Hydroquinone in Im2p (1Methoxy-2Propanol)) in
einem 2ml Safe-Lock-Zentrifugationsrohrchen (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
verdiinnt und anschlieBend mit dem VWR Mini Star Silverline Vortexer (VWR International
GmbH, Darmstadt, Deutschland) gut vermischt und fiir wenige Sekunden in der Rotilabo®
Mini Zentrifuge (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) herunterzentrifugiert. Darauthin
wurde das Bilsulfit-Reaktionsgemisch fiir 45 Minuten bei 85°C im Wasserbad inkubiert.
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3.4.3 Aufreinigung

Um die Bilsufitumwandlung zu unterbrechen, wurde 500ul Bindepuffer (50% [v/v] GTC,
50% [v/v] Ethanol) zu dem Raktionsgemisch gegeben und gut vermischt. Der gesamte Mix
wurde dann mit einer Pipette in eine Spin-Sdule (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
iiberfithrt. Die Spin-Sdule wurde anschlieend bei 14.000 x g in der Zentrifuge Hettich
Rotanta (Hettich GmbH, Kirchlengern, Deutschland) fiir drei Minuten zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Anschliefend wurde 700ul Waschpuffer (10% [v/v] Trizma® HCI,
90% [v/v] Ethanol) auf die Sdulen gegeben und erneut bei 14.000 x g flir eine Minute
zentrifugiert. Nachdem der Durchfluss wieder verworfen wurde, wurde nun 700ul
Desulphonierungspuffer (25% [v/v] NaOH, 1M, 75% [v/v] Ethanol) auf die Sdulen gegeben
und fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden die Séulen wieder
bei 14.000 x g fiir eine Minute zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Nun wurde wieder
700ul Waschpuffer auf die Saulen gegeben und diese wurden bei 14.000 x g fiir eine Minute
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde mit 500ul Waschpuffer und einer Zentrifugationszeit von
drei Minuten wiederholt. Der Durchfluss wurde anschlieBend verworfen und die Sdulen in
frische 1,5ml Reaktionsgefiflie (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) gestellt. Die Séulen
wurden dann flir zehn Minuten bei 60°C im Thermomixer inkubiert und im Anschluss wurde
fiir die Elution 50ul Elutionspuffer (1% [v/v] 1M Tris, pH 8,0, 99% [v/v] Wasser) auf die
Sdulen pipettiert und die Sdulen wurden abermals fiir eine Minute bei Raumtemperatur
inkubiert und fiir eine Minute bei 14.000 x g zentrifugiert. Die Elution wurde anschlieBend

noch einmal wiederholt.

3.4.4 Quantitative Real-Time PCR

Fiir die Evaluation der Methylierung in der Promotorregion des BRCAI-Gens wurde eine
methylierungsspezifische PCR durchgefiihrt. Methylierungsspezifisch bedeutet, dass eine
Amplifikation der Target-Region des BRCAI-Gens nur stattfindet, wenn eine Methylierung
vorliegt. Das Prinzip der Real-Time PCR basiert darauf, dass durch die Detektion von
Fluoreszenzsignalen des neu-synthetisierten DNA-Komplementdrstrangs in Echtzeit die
Menge des Amplifikationsproduktes nach jedem PCR-Zyklus quantifiziert werden kann. Fiir
die Analyse wurde die eluierte DNA in eine MicroAmp® Fast optical 96-well Reaktions-
Platte (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) gegeben. Die Analyse
wurde iiber das Applied Biosystem® 7500 Fast Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) durchgefiihrt. In jede PCR-Platte konnten 31
Proben und eine kiinstlich-methylierte und Bisulfit-behandelte Standard-DNA mit jeweils drei
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Replikaten eingesetzt werden. Von der Standard-DNA (Calibrator) wurde 3ng pro Replikat
eingesetzt und reprédsentiert zur Kalibrierung 100%-prozentige Methylierung. In die iibrigen
Wells wurden 10ul der Bisulfit-behandelten DNA und 5ul qPCR-Mastermix (70mM Tris-
HCI, pH 8,4, 12mM MgCl,, 100mM KCIl, 8% Glycerol, 0,006ul ROX-Losung’’), 2.,5ul
Oligomix (enthalten in Tabelle 7 aufgefiihrten Primer), 1,6 ul H,O, 0,5ul ANTP/dUTP-Mix
und 0,4l HotStart Taq Polymerase pipettiert und vorsichtig vermischt.
Der PCR-Ablauf wurde wie folgt programmiert:
I.  Denaturierung bei 95°C fiir 20 min
II.  Gefolgt von 50 Zyklen von jeweils:
1. Primeranlagerung bei 62°C fiir 2 Sekunden
ii.  Elongation bei 56°C fiir 45 Sekunden
iii. 15 Sekunden bei 95°C

Die Messung des Fluoreszenz Signals fand am Ende der Elongation jedes Zyklus statt .”°

Tabelle 7: Verwendete Primer

ACTB BRCAI1
Forward Primer cccttaaaaattacaaaaaccacaa gaagttttagcgagtttacgte
Reverse Primer ggaggaggtttagtaagttttttg ctaaaaaactactacttaacgataac
TaqMan-Sonde Atto 647N- 6-FAM-ttcgcegttttttcgttgttacgga-BBQ-650

accaccacccaacacacaataacaaacaca-BHQ-2

Zielregion Chr7:5532118-5532223 Chr17:43125354-43125465

Die prozentuale Methylierung wurde iiber die AACT- Methode kalkuliert.”® Prozentuale
Methylierung >5% wurde als positiv betrachtet.'* Zur Quantifizierung der DNA-Menge der
Proben wurde die Amplifikation des ,,Housekeepinggens ACTB als Referenz {iber eine
methylierungsunspezifische PCR evaluiert. Dies ermdglicht die Normalisierung des CT-
Wertes fiir das untersuchte BRCAI-Gen.”® Der CT-Wert korrespondiert mit der Anzahl der
jeweiligen PCR-Zyklen, die benétigt werden, um den vorher definierten Schwellenwert eines
Fluoreszenz-Signals zu erreichen. Bei Erreichen dieses Schwellenwertes weist jede Probe
dieselbe Menge an neu-synthetisierter DNA auf. AnschlieBend mussten die CT-Werte fiir das
zu untersuchende Gen sowohl in der Probe als auch in der Standard-DNA normalisiert

werden. Um schlieBlich die Methylierung im BRCAI-Gen zu kalkulieren, muss zunichst die
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Differenz der CT-Werte der methylierten Standard-DNA und der jeweiligen Probe iiber

folgende Formel ermittelt werden:

AACTSample =ACTSample — ACTCalibrator

Anschlieffend konnte die prozentuale Methylierung der untersuchten Region des BRCAI-

Gens anhand der folgenden Formel berechnet werden.”

Methylation Sample = 100% x 244 5ample

3000000
2500000
2000000
£
S — BRCAI (Probe 1)
S 1500000
g —ACTB (Probe 1)
=
1000000 BRCAL1 (Probe 12)
—— ACTB (Probe 12)
500000
0

13 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
Zykluszahl

Abbildung 7: Auswertung der quantitativen Real-Time PCR

Das Diagramm stellt das emittierte Fluoreszenzsignal, welches proportional zu der Menge der neugebildeten PCR-Produkte
zunimmt, in Relation zu den PCR-Zyklen dar. Bei beiden Proben (1;12) ist die Amplifikation des Referenzgens ACTB zu
sehen. Bei Probe 12 ist die Amplifikation der Target-Region von BRCA! zu erkennen, wohingegen in Probe 1 keine
Amplifikation stattfindet.
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3.5 Statistik

Die Auswertung erfolgte iiber Microsoft Excel und das Statistikprogramm SPSS Version
28.0.1.1. Unterschiede der Mutationsprivalenz in BRCAI und BRCA2 sowie weiteren OC-
Genen in Abhidngigkeit vom Erkrankungsalter und Unterschiede in den H&ufigkeiten der
Methylierung der BRCAI-Promotorregion der Studienkohorte und der Vergleichskohorte
wurden durch den Exakten Test nach Fisher ermittelt. Ein t-Test bei unabhingigen
Stichproben wurde durchgefiihrt, um Unterschiede im Erkrankungsalter bei Frauen mit und

ohne nachgewiesene Hypermethylierung der Promotorregion des BRCA I-Gens zu ermitteln.
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4 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden alle relevanten Ergebnisse dargestellt.

4.1 BRCAI1/2 Mutationspravalenz

Im Folgenden wird die Mutationsprivalenz der BRCA-Gene in verschiedenen Subkohorten

aller an Eierstockkrebs erkrankten Patientinnen dargestellt.

4.1.1 BRCAI1/2 Mutationspriavalenz in der Gesamtkohorte aller OC Fille
des GC-HBOC

Insgesamt wurden molekulargenetische Testdaten von 4.975 Patientinnen mit einem
Ovarialkarzinom ohne Brustkrebserkrankung mit einem Alter von 10-93 Jahren bei ED in der
zentralen Datenbank des IMISE in Leipzig erfasst. Bei 1.635 Frauen (32,9%) wurden
pathogene Varianten (PV) in BRCAI (n=1.162) oder BRCA2 (n=474) nachgewiesen, wobei

eine Frau sowohl Trigerin einer pathogene Variante in BRCA als auch in BRCA?2 ist.

Tabelle 8: Mutationsprivalenz (%) in BRCAI und BRCA2

BRCA1 BRCA2 BRCA1/2

Insgesamt (n=4.975) 23,4 9,5 32,9
Altersgruppenspezifisch

10-20 Jahre (n=41) 0 0 0
21-30 Jahre (n=216) 3,7 1,9 5,6
31-35 Jahre (n=176) 11,9 1,1 13,0
36-40 Jahre (n=296) 35,1 2,4 37,5
41-50 Jahre (n=1.283) 39,4 7.9 47,3
51-60 Jahren (n=1.478) 25,6 13,3 38,9
61-70 Jahre (n=987) 11,4 12,7 24,1
71-80 Jahre (n=462) 7,1 7,6 14,7
80-93 Jahre (n=36) 0 11,1 11,1

Im Kollektiv der 4.975 Patientinnen mit Ovarialkarzinom des GC-HBOC insgesamt und gruppiert nach Evkrankungsalter bei ED

In der Altersgruppe der 10-20-jdhrigen (n=41) konnte keine BRCAI/2-Mutation
nachgewiesen werden. In der Gruppe der Patientinnen mit einem Erkankungsalter bei
Erstdiagnose von 21-30 Jahren (n=216) konnte in acht Féllen eine BRCAI und in vier Fillen
eine BRCA2 Mutation bestdtigt werden. Somit liegt die BRCAI/2-Mutationsprivalenz in
dieser Altersgruppe bei 5,6%. In der Gruppe der 31-35-jdhrigen (n=176) wurden 23
pathogene Varianten in BRCAI und BRCA2 nachgewiesen (BRCAI: n=21; BRCA2: n=2),
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wodurch sich eine Mutationspravalenz von 13,1% ergibt. Frauen mit einem Erkrankungsalter
von 36-40 Jahren bei ED (n=296) weisen eine BRCA 1/2-Mutationspravalenz von 37,5% auf
(insgesamt: n=111; BRCAI: n=104; BRCA2: n=7). Die hochsten Mutationsprivalenzen zeigen
sich in den Altersgruppen der 41-50-jdhrigen (n=1.283) und 51-60-jdhrigen (n=1.478) mit
47,2% (insgesamt: n=606; BRCAI: n=505; BRCA2: n=101) bezichungsweise 38,8%
(insgesamt: 573; BRCAI: n=378, BRCA2: n=196) der untersuchten Fille. In der Altergruppe
51-60 Jahre findet sich eine Patientin mit Nachweis einer BRCA/ und BRCA2 Mutation. Ab
einem Erkrankungsalter >50 Jahren ist eine Abnahme der BRCAI/2-Mutationspriavalenz
insgesamt zu beobachten. Bei den Patientinnen mit einem Erkrankungsalter bei ED von 61-70
Jahren (n=987) liegt die BRCA 1/2-Mutationspravalenz bei 24,1% (n=238) und die Mehrheit
der detektierten pathogenen Varianten ist mit 52,5% (n=125) in BRCA2 zu finden. Ein
dhnlicher Trend ist auch bei den 71-80-jdhrigen (n=462) mit einer BRCAI/2-
Mutationsprivalenz von 14,7% (insgesamt: n=68; BRCAI: n=33, BRCA2: n=35) und den 80-
93-jéhrigen (n=36), bei denen nur 4 pathogene Varianten in BRCA2 und keine in BRCAI
nachgewiesen wurde, zu beobachten. Das mediane Erkrankungsalter in der Gruppe der
Patientinnen ohne Nachweis einer pathogenen Variante in BRCAI oder BRCAZ2 liegt bei 55
Jahren, wohingegen das Erkrankungsalter bei den Patientinnen mit Nachweis -einer

pathogenen Variante ind BRCAI oder BRCA2 bei 52 Jahren liegt.
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Abbildung 8: BRCA1/2-Mutationsprdivalenz

In der Gesamtkohorte der 4.975 Patientinnen mit Ovarialkarzinom in Abhdngigkeit vom Erkrankungsalter
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4.1.2 BRCAI/2-Mutationspravalenz in der Gruppe der Patientinnen mit

einem Erkrankungsalter <40 Jahren bei Erstdiagnose

Die BRCA1/2-Mutationsprivalenz in der Gruppe der jung-erkrankten Frauen <40 Jahren bei
Erstdiagnose liegt bei 20%. Die differenzierten BRCAI und BRCA2 Mutationsprivalenzen
liegen bei 18,24% beziehungsweise 1,78%.

Tabelle 9: BRCA1/2-Mutationsprdvalenz

Anzahl pathogene Varianten Mutationspriivalenz %
BRCA1/2 146 20,03
BRCAI 133 18,24
BRCA2 13 1,78

In der Gruppe der Frauen mit einem Erkrankungsalter <40 Jahren

Vergleicht man die BRCAI/2-Mutationspravalenz der jung-erkrankten Patientinnen mit der
BRCA1/2-Mutationspriavalenz der Patientinnen mit einem Erkrankungsalter >40 Jahren
(35,1%), zeigt sich eine signifikant (p <,001) geringere BRCA 1/2-Mutationsprivalenz in der

Gruppe der jungen Frauen.

Tabelle 10: BRCAI1/2-Mutationsprdivalenz in Abhdngigkeit vom Erkrankungsalter

Erkrankungsalter BRCA1/2-Mutationspriivalenz %
<40 Jahren 20,0
>40 Jahren 35,1

4.2 Mutationsprivalenz der  gesicherten OC-Gene und OC-
Kandidatengene

Von den insgesamt 729 Frauen mit einem Erkrankungsalter <40 Jahren bei Erstdiagnose

konnten 455 BRCA 1/2-negative Proben durch eine Multigenpaneltestung molekulargenetisch

auf Keimbahnvarianten untersucht werden. Die verwendeten Genpanel umfassen eine

unterschiedlich Auswahl von zu testenden Genen. So konnten einige Patientinnen nicht auf

Varianten in allen im Vorhinein definierten OC-Gene und OC-Kandidatengene untersucht

werden. Bei 31 untersuchten Proben liegen keine Ergebnisse fiir die Gene RADS50 und

MREI1A vor, bei 25 Proben keine Ergebnisse fiir die Mismatch-Repair-Gene MLHI, MSH2,
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MSH6 und PMS?2 und in 8 Fillen gibt eine keine verfligbare Auswertung der Sequenzierung
von NBN. Nur fiir 202 waren Sequenzierdaten fiir SMARCA4 verfiigbar.
In insgesamt 24 Proben konnten Mutationen in den untersuchten nicht-BRCA1/2 gesicherten

OC-Genen und OC-Kandidatengenen gefunden werden.

Tabelle 11: Mutationsprivalenz in BRCAI1/2 und weiteren OC-Genen

Anzahl untersuchte Anzahl detektierter Mutationspriavalenz %
Proben Varianten

Gesicherte OC-Gene
BRCAI 729 133 18,24
BRCA2 729 13 1,78
BRIPI 455 1 0,22
MSH?2 430 1 0,23
MSH6 430 1 0,23
PALB2 455 3 0,66
RADSIC 455 2 0,44
RADS51D 455 0 0
OC-Kandidatengene
ATM 455 5 1,11
MLHI 430 1 0,23
MREIIA 424 1 0,24
NBN 447 1 0,22
PMS2 430 2 0,47
RADS50 424 3 0,71
TP53 455 1 0,22
SMARCA4 202 2 0,99

In der Gruppe der Frauen mit einem Erkrankungsalter <40 Jahren

Die hochste Mutationspriavalenz der nicht-BRCA1/2-Gene kann in ATM (1,1%) mit flinf
detektierten pathogene Varianten festgestellt werden. Von den untersuchten Genen konnte in
jedem Gen, bis auf RADS51D, mindestens eine Variante gefunden werden. In der Gruppe der
gesicherten OC-Gene wurde jeweils eine pathogene Variante in BRIPI (0,22%), MSH?2
(0,23%) und MSH6 (0,23%) gefunden. Zudem konnten zwei pathogene Varianten in RADS5IC
(0,44%) nachgewiesen werden. Drei pathogene Varianten konnten in PALB2 (0,66%)
identifiziert werden. In den Genen MLHI (0,23%), MREI11A4 (0,24%), NBN (0,22%) und
TP53 (0,22%) konnte jeweils eine pathogene Variante gefunden werden, in PMS2 (0,47%)
und SMARCA4 (1,0%) jeweils zwei Varianten und in RADS50 (0,71%) drei Varianten.
Insgesamt kann gesagt werden, dass die Anzahl der detektierten Varianten und somit die
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Mutationsprivalenz ~ weiterer nicht-BRCA1/2  OC-pradisponierender Gene in der

Studienkohorte sehr gering ist.

4.3 Altersabhingigkeit der Mutationsprivalenz in nicht-BRCA1/2-Genen

Von den 24 detektierten Keimbahnvarianten in OC-Genen der 455 BRCAI/2 negativ-
getesteten Patientinnen wurden acht Varianten in der Gruppe der Frauen mit einem
Erkrankungsalter von <30 Jahren und 16 Varianten in der Altersgruppe von 31-40 Jahren

nachgewiesen.

Tabelle 12: Mutationsprdvalenz in OC-Genen in Abhdngigkeit vom Erkrankungsalter

Anzahl detektierter Varianten Mutationsprivalenz %
Insgesamt (n=455) 24 5,27
<30 Jahren (n=202) 8 3,96
31-40 Jahre (n=253) 16 6,32

In 455 BRCA1/2-negativen Frauen aus der Gruppe der Frauen mit einem Erkrankungsalter <40 Jahren

In der Gruppe der BRCAI/2-negativen Frauen <30 Jahren liegt die Mutationsprivalenz bei
3,96% und in der Gruppe der Patientinnen von 31-40 Jahren bei 6,32%. Hier zeigt sich jedoch

kein signifikanter Unterschied in der Mutationspréavalenz (p=,297).

4.4 Mutationsprivalenz in Bezug zur Familiengeschichte

Von den 729 Patientinnen mit einer Erkrankung vor Vollendung des 41. Lebensjahres handelt
es sich bei 247 Patientinnen um singuldre Fille, bei denen es keine weiteren Brust- oder
Eierstockkrebserkrankungen in der Familie gibt. Bei 420 Frauen trat mindestens eine weitere
Brustkrebserkrankung innerhalb der Familie auf und bei 62 Patientinnen gibt es mindestens

ein weiteres Ovarialkarzinom in der Familie, jedoch keine Brustkrebserkrankung.
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Tabelle 13: Familiengeschichte in Bezug zur Mutationsprdvalenz

Anzahl Mutationspriivalenz %

Singulire Fille 247

Varianten in BRCA1/2 30 12,15
Varianten in nicht-BRCA1/2 OC- 12 4,96
Genen

Familiengeschichte mit BC 420

Varianten in BRCA1/2 103 24,52
Varianten in nicht-BRCA1/2 OC- 10 2,38
Genen

Familiengeschichte mit nur OC 62

Varianten in BRCA1/2 13 20,97
Varianten in nicht-BRCA1/2 OC- 2 3,23
Genen

In der Gruppe der Frauen mit einem Erkrankungsalter <40 Jahren

Die nicht-BRCA1/2 gesicherten OC-Gene und OC-Kandidatengene werden zusammengefasst
als OC-Gene. Innerhalb der Gruppe der singuldren Félle konnten 30 pathogene Varianten
(12,15%) in BRCA1/2 nachgewiesen werden und zwolf Varianten (4,96%) in weiteren OC-
Genen. Deutlich hoher féllt die BRCA1/2-Mutationsprivalenz in der Gruppe der Frauen mit
familidrer Haufung von Brust- und Eierstockkrebserkrankungen mit 24,52% aus. In dieser
Gruppe konnten auBlerdem in 2,38% der Frauen Mutationen in weiteren OC-Genen gefunden
werden. Bei Patientinnen mit mindestens einer weiteren Eierstockkrebserkrankungen aber
keinen Fillen von Brustkrebs innerhalb der Familie liegt die BRCAI/2-Mutationspravalenz
bei 20,97% und zwei (3,23%) Varianten in OC-Genen konnten bestitigt werden.

4.5 Hiufigkeiten histologischer Subtypen

Von insgesamt 729 jung-erkrankten Patientinnen <40 Jahren waren von 201 Tumoren die
histologischen Befunde verfiigbar. Von diesen 201 Tumoren waren 181 Tumore der Gruppe
der malignen epithelialen Tumoren zugehorig, acht weitere Tumore waren entweder der
Kategorie der Keimzelltumore oder kleinzelligen Tumoren zuzuordnen und zwolf Tumoren

waren nicht weiter klassifiziert.
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Tabelle 14: Histologische Subtypen des Ovarialkarzinoms

Histologischer Subtyp Anzahl (%)
Maligne epitheliale Tumore
Serds (LGSC und HGSC) 107 (53,2)
CC 6(3)
EC 12(6)
MC 30 (14,9)
MC+EC 1 (0,5)
Nicht weiter klassifizierte maligne epitheliale Tumore 25(12,4)

Weitere Subtypen

Keimzelltumore 3(1,5)
SCCOHT 3(L35)
SCCOPT 1(0,5)
Kleinzellig nicht weiter klassifiziert 1(0,5)
Nicht weiter klassifiziert 12 (6)

In der Gruppe der Frauen mit einem Erkrankungsalter <40 Jahren

Mit Abstand am héufigsten handelt es sich um serdse Karzinome mit 107 Fillen (53,2%).
Low-grade serdse und high-grade serdse Karzinome werden als Kategorie ,,serds™
zusammengefasst, da die Unterteilung nicht immer eindeutig im histologischen Befund
nachzuvollziehen war. Mit 30 Fillen (14,9%) wurde am zweithdufigsten eine muzindse
Histologie festgestellt und bei einem der Tumore konnten sowohl muzindse als auch
endometrioide Gewebestrukturen nachgewiesen werden. Endometriode und klarzellige
Histologien finden sich in zwolf (6%) beziehungsweise sechs Féllen (3%). Bei 25 (12,4%) der
malignen epithelialen Tumore wurde der histologische Subtyp nicht niher klassifiziert.

Bei den drei Keimzelltumoren handelt es sich jeweils um Dysgerminome (1,5%). Bei den
finf kleinzelligen Ovarialkarzinomen sind drei kleinzellige Ovarialkarzinome vom
hyperkalzamischen Typ (1,5%), eins ein kleinzelliges Ovarialkarzinom vom pulmonalen Typ
(0,5%) und ein kleinzelliges Ovarialkarzinom ist nicht weiter klassifiziert.

In zwolf Fallen (6%) konnten die Tumore anhand des histologischen Befundes keinem

histologischen Subtypen zugeordnet werden.

4.6 Histologische Subtypen und detektierte Varianten

Insgesamt konnten bei 42 der 201 Patientinnen mit Tumoren mit verfiigbaren histologischen
Befunden Keimbahnmutationen in den untersuchten Genen nachgewiesen werden. In 23 der

107 serdsen Tumoren konnten Mutationen nachgewiesen werden, davon waren 19 Varianten
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in BRCAI, eine in BRCA2, zwei in ATM und eine in RAD5IC. Nur in einem der 30
muzindsen Tumoren konnte eine Variante in MSH6 nachgewiesen werden. In den
endometrioiden Karzinomen wurden insgesamt vier Mutationen gefunden, drei in BRCAI und
eine in MLHI. Zwei der sechs klarzelligen Tumore wiesen Varianten auf, eine in BRCA/ und
eine PMS2. In den nicht weiter klassifizierten malignen epithelialen Tumoren fanden sich
sechs Mutationen, davon vier in BRCAI, eine in BRCA2 und eine in BRIPI. Zwei der
Patientinnen mit kleinzelligem Ovarialkarzinom vom hyperkalzamischen Typ sind
Tragerinnen pathogener Varianten in SMARCA4. Bei der dritten Patientin mit SCCOHT konnte
in anschlieBenden Untersuchungen eine somatische SMARCA4-Mutation im Tumorgewebe
nachgewiesen werden. Bei dem kleinzelligen Ovarialkarzinom vom pulmonalen Typ konnte
eine Keimbahnmutation in 7P53 gefunden werden. Und in den nicht weiter klassifizierten

Tumoren wurden zwei Keimbahnvarianten in BRCA [ und eine ATM gefunden.

Tabelle 15: Histologischer Subtyp in Bezug zu detektierten Varianten

Histologischer Subtyp PVsin BRCA1/2 (%) Varianten in weiteren
gesicherten OC- und OC
Kandidatengenen (%)

Serds 20 (47,6) 3(7,1)
CC 1(2,4) 1(2,4)
MC 0 1(2,4)
EC 3(7,1) 1(2,4)
Nicht weiter klassifizierte maligne 5(11,9) 1(2,4)
epitheliale Tumore

Keimzelltumore 0 0
SCCOHT 0 2(4.8)
SCCOPT 0 1(2.4)
Nicht weiter klassifizierte Tumore 2 (4,8) 1(2,4)

Detektierte Varianten in BRCA1/2 und weiteren OC-Genen in der Gruppe der Frauen mit Erkrankungsalter <40 Jahren

4.7 Konstitutive Methylierung der Promotorregion des BRCAI1-Gens

Die Methylierungsanalyse der Promotorregion des BRCAI-Gens konnte fiir 425 Proben
durchgefiihrt werde. Bis auf zwei Proben konnte die Analyse erfolgreich ausgefiihrt werden.
Somit sind Ergebnisse iiber die prozentuale Methylierung der BRCA [-Promotorregion von
423 Proben verfiigbar. In 26 Féllen konnte eine Methylierung >5% nachgewiesen werden. Bei
drei dieser 26 Patientinnen mit nachgewiesener Hypermethylierung der BRCAI-

Promotorregion wurden pathogene Varianten in SMARCA4, MUTYH und NBN gefunden.
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Tabelle 16.: Hdufigkeit der Fille mit Hypermethylierung (>5%,>2%,>1%) der BRCAI-Promotorregion

Anteil Fille mit Anteil Fille mit Anzahl Fille mit
Methylierung der Methylierung der Methylierung der
BRCAI-Promotorregion BRCAI-Promotorregion BRCAI-Promotorregion
>5% (%) >2% (%) >1% (%)
n=423 26 (6,1) 36 (8,5) 48 (11,3)

Betrachtet man die Félle mit einer Methylierung >2% und >1% der BRCA I-Promotorregion

liegt diese in 8,5% beziehungsweise 11,3% aller 423 Fille vor.

4.7.1 Konstitutive Methylierung der Promotorregion des BRCAI-Gens in
Bezug zur familiaren Belastung

Bei den 154 singuldren Féllen weisen 7,8% eine Methylierung der BRCAI-Promotorregion

>5% auf. AuBlerdem konnte bei 5,7% der Patientinnen mit einer familidren Belastung von

Brust- und Eierstockkrebs eine Hypermethylierung nachgewiesen werden. Bei nur einer Frau

mit familidrer Haufung von Ovarialkarzinomen aber keinen Brustkrebserkrankungen zeigte

die Methylierungsanalyse ein positives Ergebnis.

Tabelle 17: Hypermethylierung >5% der BRCA1-Promotorregion in Abhdngigkeit von der Familiengeschichte

Anzahl Methylierte (%)

Singuldre Fille (n=154) 12 (7,8)
Familiengeschichte mit BC (n=229) 13 (5,7)
Familiengeschichte mit nur OC (n=40) 1(2,5)

Somit weisen 7,8% der singuldren Félle und 5,2% der Félle mit positiver Familiengeschichte
eine Hypermethylierung >5% der BRCA I-Promotorregion auf.
Hier lassen sich keine signifikanten Unterschiede der Hypermethylierung der BRCAI-

Promotorregion in Bezug zur Familiengeschichte feststellen (p=,299).
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4.7.2 Konstitutive Methylierung der Promotorregion des BRCAI-Gens im
Abhingigkeit vom Erkrankungsalter

Wird nun das durchschnittliche Erkrankungsalter der Frauen mit einer nachgewiesenen
Hypermethylierung der Promotorregion des BRCAI-Gens mit dem durchschnittlichen
Erkrankungsalter der Frauen ohne einen solchen Nachweis verglichen, lassen sich keine

signifikanten Unterschiede feststellen.

Tabelle 18: Vergleich des durchschnittlichen Erkrankungsalters in Bezug zum Methylierungsstatus

Methylierung der BRCA1I- Methylierung der BRCAI-
Promotorregion >5% Promotorregion <5%
Absolute Haufigkeit (%) 26 (6,1) 397 (93,9)
Durchschnittliches 30,5 31,1
Erkrankungsalter (Jahre)
t-Test fiir die Mittelwertgleichheit
Signifikanzniveau 2-seitig p=,641

Das  durchschnittliche = Erkrankungsalter ~der Patientinnen mit nachgewiesener
Hypermethylierung der BRCAI-Promotorregion liegt bei 30,5 Jahren und bei Patientinnen

ohne Nachweis einer Hypermethylierung bei 31,1 Jahren.

4.7.3 Konstitutive Methylierung der Promotorregion des BRCAI-Gens in
der Kohorte der jung-erkrankten Frauen im Vergleich zur

Kontrollkohorte

Im nédchsten Schritt wurde eine Kontrollgruppe 503 nicht-erkrankter Frauen auf eine
Keimbahn-Methylierung in der BRCAI-Promotorregion untersucht, um die Ergebnisse mit
den Ergebnissen aus der Methylierungsanalyse des Studienkollektivs zu vergleichen.

Das mediane Alter der Frauen der Kontrollgruppe liegt bei 65 Jahren zum Zeitpunkt der
Probenentnahme. In 476 Fidllen konnten die Ergebnisse der quantitativen

Methylierungsanalyse ausgewertet werden.
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Tabelle 19: Vergleich der Hdiufigkeiten detektierter Fiille mit einer Methylierung der BRCA 1-Promotorregion
(25%; >2%, >1%); Signifikanzniveau und Odds Ratio

Studienkohorte OC Kontrollgruppe
n=423 n=476

Methylierung der BRCAI-Promotorregion >5%
Absolute Haufigkeit (%) 26 (6,1) 7(1,5)
Exakter Test nach Fisher p=,000
Signifikanzniveau 2-seitig

Odds Ratio 4,39

Methylierung der BRCAI-Promotorregion >2%
Absolute Haufigkeit (%) 36 (8,5) 20 (4,2)
Exakter Test nach Fisher p=,008
Signifikanzniveau 2-seitig

Odds Ratio 2,12

Methylierung der BRCAI-Promotorregion >1%
Absolute Haufigkeit (%) 48 (11,3) 26 (5,5)
Exakter Test nach Fisher p=,001
Signifikanzniveau 2-seitig

Odds Ratio 2,22

In der Studiengruppe der jung-erkrankten Patientinnen mit Ovarialkarzinom konnte in 6,1%
eine Methylierung der BRCA I-Promotorregion iiber 5% nachgewiesen. Damit liegt der Anteil
der Frauen mit nachgewiesener Methylierung signifikant {iber dem Anteil der Frauen aus der
Kontrollgruppe mit nachgewiesener Methylierung. Das hochste Signifikanzniveau ist bei
einer prozentualen Methylierung >5% zu beobachten, jedoch zeigen sich bei einem
Methylierungslevel von >2% beziehungsweise >1% auch signifikante Unterschiede zwischen
der Studienkohorte und der Kontrollgruppe. Auch die Odds Ratio ist am hochsten bei einer
prozentualen Methylierung von >5% und zeigt, dass eine positive Assoziation zwischen der
BRCAI-Promotor-Hypermethylierung und jung-erkrankten Frauen mit Ovarialkarzinom

besteht.
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5 Diskussion

Im folgenden Kapitel sollen nun die dargestellten Ergebnisse diskutiert und mit bisherigen

Erkenntnissen aus der Literatur in Bezug gesetzt werden.

5.1 BRCAI/2-Mutationspriavalenz

Im Kollektiv aller 4.975 Frauen mit Ovarialkarzinom ohne zusétzliche Brustkrebserkrankung,
die sich im Rahmen einer molekulargenetischen Untersuchung in den verschiedenen Zentren
des Deutschen Konsortiums Familidrer- Brust und Eierstockkrebs vorgestellt haben, konnten
1.635 Trigerinnen pathogener Varianten den Genen BRCAI und BRCA?2 identifiziert werden.
Somit ergibt sich eine BRCAI/2-Mutationspravalenz von 32,9%. Dieser Wert ist
iibereinstimmend mit der BRCAI/2-Mutationsrate in Kollektiven mit positiver
Familiengeschichte (32-39%)'*"?, was sich dadurch erkléren lisst, dass sich besonders Frauen
mit einer familidren Haufung von Brust- und Eierstockkrebs ratsuchend an die Zentren des
GC-HBOC wenden. Das mediane Erkrankungsalter bei Erstdiagnose des Ovarialkarzinoms
liegt bei 63 Jahren®, wobei festgestellt werden konnte, dass Frauen mit pathogenen Varianten
in BRCAI im Durchschnitt deutlich frither erkranken. In der Studie von Norquist et al. hatten
Frauen mit pathogenen BRCAI-Varianten ein durchschnittliches Erkrankungsalter von 52
Jahren' und auch bei Carter et al. erkrankten BRCAI-Mutationstrigerinnen mit 51 Jahren
deutlich frither als Frauen ohne Nachweis pathogener Varianten, bei denen das mediane
Erkrankungsalter bei 59 Jahren lag’. Aufgrund der hohen BRCAI/2-Mutationsrate (32,9%)

L&I3 orkrankten die

innerhalb des Studienkollektivs verglichen mit unselektierten Kohorten
meisten Patientinnen bereits vor einem Alter von 60 Jahren, das mediane Erkrankungsalter
der 4.975 an OC erkrankten Patientinnen liegt bei 54 Jahren. Ubereinstimmend damit zeigt
sich im untersuchten Kollektiv des GC-HBOC die groite BRCAI/2-Mutationspravalenz mit
47,2% 1in der Gruppe derer, die in einem Alter von 41-50 Jahre mit Eierstockkrebs

diagnostiziert wurden und das mediane Erkrankungsalter bei Patientinnen mit Nachweis einer

BRCA1/2-Mutation liegt bei 52 Jahren.

5.2 Mutationsprivalenz in der Kohorte der jung-erkrankten Frauen

Das Ovarialkarzinom wird selten bei jungen Frauen diagnostiziert und aus diesem Grund ist
auch die Datenlage zur Mutationsprivalenz Eierstockkrebs-pradisponierender Gene in dieser

speziellen Gruppe noch unklar. Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte ein Kollektiv von
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729 Frauen mit einem Erkrankungsalter von <40 Jahren molekulargenetisch untersucht
werden, um diese Forschungsfrage weiter zu ergriinden.

Die BRCA1/2-Mutationsprivalenz der Gruppe der 729 Frauen mit einem Erkrankungsalter
<40 Jahren ist mit 20% im Vergleich zu der Mutationsprivalenz der Gesamtkohorte mit
32,9% deutlich geringer. Diese Ergebnisse sind inkonsistent mit den bisherigen Publikationen
zur speziellen Gruppe der fritherkrankten Frauen mit Ovarialkarzinom. Arts-De Jong et al.
beschreiben in ihrer Kohorte eine vergleichbare BRCA1/2-Mutationsprivalenz gegeniiber
altersunspezifischen Kollektiven®™ und Bernards et al. fanden sogar eine erhhte BRCAI-
Mutationsprivalenz bei jung-erkrankten Frauen <40 Jahren™. Kontrir zu den Folgerungen
von Stratton et al., dass dem Ovarialkarzinom <30 Jahren keine genetische Pradisposition
zugrunde liegt”’, konnten sowohl zwolf BRCA1/2-Mutationen als auch acht weitere Varianten
in gesicherten OC- und OC-Kandidatengenen gezeigt werden. Dies konnte durch das kleinere

Studienkollektiv von Stratton et al. bedingt sein. Wie schon beschrieben sind die Studien von

1.84 1.83

Arts-Jong et al.®*, Bernards et al.* und Stratton et al.”’ aufgrund ihrer sehr kleinen
Studienkohorten nur eingeschréinkt aussagekriftig.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich im Kollektiv der 729 Frauen mit einem
Erkrankungsalter <40 Jahren eine deutlich geringere BRCAI/2-Mutationsprivalenz im

Vergleich zu altersunselektierten Kohorten finden ldsst.

5.3 Mutationsprivalenz in nicht-BRCA1 gesicherten OC-Genen und OC-
Kandidatengenen

In den MMR-Genen MLHI, MSH2, MSH6 und PMS konnten in den bereits publizierten
Studien nicht einstimmig valide Aussagen iiber die Assoziation mit Eierstockkrebs getroffen
werden. Nur in der Studie von LaDuca et al. konnten positive Assoziationen zwischen allen
MMR-Genen und Eierstockkrebs festgestellt werden.” In dem untersuchten Kollektiv der 455
BRCA1/2-negativen Frauen konnten insgesamt fiinf pathogene Varianten in den MMR-Genen
gefunden werden, woraus sich eine Mutationsprivalenz von 1,1% ergibt. In der Studie von
Carter et al. ergibt sich eine sehr dhnliche Frequenz von 1,2%° und bei Norquist et al. ist die
Mutationsprivalenz mit 0,4% etwas geringer'. Alle dargestellten Studien konnten positive
Assoziationen mit den gesicherten OC-Genen RAD51C und RAD5ID feststellen."®”'" Im
Studienkollektiv der jung-erkrankten Frauen gab es jedoch keine einzige Trdgerin einer
pathogenen Variante in RADS51D. Es konnten zwei pathogene Varianten im RADS51C-Gen
aufgezeigt werden, welche einen Anteil von 0,44% ausmachen und vergleichbar zu den
Mutationsprivalenzen der Literatur (0,6-0,9%) sind."*"!' Bei dem OC-Kandidatengen ATM
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konnten Lilyquist et al. und Carter et al. eine positive Assoziation mit einer
Mutationsprivalenz von 0,9% bezichungsweise 0,7% aufzeigen.®!'" Die ATM-
Mutationsprivalenz der fritherkrankten Patientinnen ist mit 1,1% vergleichbar zur Literatur.
In allen Studien, bis auf die Studie von LaDuca et al., konnte eine positive Assoziatione
zwischen PALB2 und Eierstockkrebs festgestellt werden und die Muationspréivalenz lag bei
0,36-0,6%."%!"" Ubereinstimmend konnte eine PALB2-Mutationspriavalenz von 0,66% in der
Gruppe der fritherkrankten Frauen festgestellt werden. Die Mutationsprdvalenz von BRIP] ist
mit 0,22% in der Kohorte der Frauen mit einem frithen Erkrankungsalter etwas geringer als in
der Literatur (0,9-1,4%)."%!!

Es kann geschlussfolgert werden, dass die Mutationspriavalenz in nicht-BRCA1/2 gesicherten
OC-Genen und OC-Kandidatengenen bei Frauen mit einem Erkrankungsalter von <40 Jahren
vergleichbar zu der Mutationspravalenz derselben Gene in alterunselektierten Kollektiven ist.

Bernards et al. stellten in ihrer Studie fest, dass zwar die BRCA /-Mutationsprdvalenz in der
Gruppe der jung-erkrankten Patientinnen hoher als in unselektierten Kollektiven ist, jedoch
pathogene Varianten in weiteren OC-Gene generell selten bei Frauen mit jungem

Erkrankungsalter zu finden sind.”

5.4 Mutationsprivalenzen in Bezug zur familiaren Belastung

Die BRCAI/2-Mutationsprdvalenz in der Gruppe der jung-erkrankten Frauen mit einer
familidren Haufung von Brust- und Eierstockkrebs ist deutlich hoher als bei den Frauen ohne
familidre Belastung. Dies ldsst sich durch die bekannte starke Assoziation von BRCAI und
BRCA2 mit beiden Erkrankungen erkldren und ist auch in anderen Studienkollektiven zu

beobachten'>!>84

. Im Gegensatz dazu beschreiben Bernards et al. bei jung-erkrankten Frauen
mit Ovarialkarzinom keine erhohte Mutationsprivalenz in Eierstockkrebs-pradisponierenden
Genen bei familidrer Haufung von Brust- und Eierstockkrebs.® Interessanterweise ist die
hochste Mutationspriavalenz in nicht-BRCA1/2 Genen im Kollektiv der fritherkrankten

Patientinnen mit 4,96% bei singulédren Fillen ohne familidre Belastung zu finden.

5.5 Histologie der Tumoren

Bei einem Grofteil der diagnostizierten Ovarialtumore handelt es sich um maligne epitheliale
Tumore.”® Das zeigt sich auch im Kollektiv der fritherkrankten Patientinnen. In 94% der
verfiigbaren histologischen Befunde wurde die Diagnose des Karzinoms gestellt. Die

Hiufigkeiten der verschiedenen Subtypen der malignen epithelialen Tumore, die im
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untersuchten Kollektiv beschrieben wurden, entsprechen iiberwiegend den Angaben aus der
Literatur.’®” Auffallend ist, dass in 30 Fillen (16%) die Diagnose eines muzindsen
Karzinoms gestellt wurde. Diese Diagnose stellt einen deutlich groferen Anteil der
Ovarialkarzinome, im Vergleich zur beschriebenen Haufigkeit in der Literatur (3-4%), dar.’’

In etwa der Hélfte der Patientinnen mit einem serdsen Karzinom konnte eine pathogene
Keimbahnvariante in BRCAI/2 nachgewiesen werden. Dieser grole Anteil erklért sich die
starke Assoziation von pathogenen Varianten in den BRCA-Genen mit dem high-grade

serosen Karzinom. "%

Pathogene Varianten in BRCA1/2 und weiteren OC-Genen konnten in
jedem histologischen Subtyp, bis auf Keimzelltumore, nachgewiesen werden. Dies bestitigt
die bereits publizierte Annahme, dass bei keinem histologischen Subtyp des
Ovarialkarzinoms eine hereditire Erkrankung ausgeschlossen werden kann."%'>!¢

Zusitzlich konnte in drei der seltenen Fille des Ovarialkarzinoms vom hyperkalzidmischen
Typ somatische SMARCA4 Mutationen detektiert werden. Uber die starke Assoziation von

SMARCA4 mit diesem Typ gibt es bereits einige publizierte Studien.****

5.6 Konstitutive Methylierung der Promotorregion des BRCAI-Gens in
der Kohorte der jung-erkrankten Frauen im Vergleich zu einer

Kontrollkohorte

In der vorliegenden Studie konnte bei dem Vergleich der Hiufigkeit des Auftretens einer
Hypermethylierung der BRCAI-Promotorregion bei fritherkrankten Patientinnen mit
Ovarialkarzinom und einer nicht-erkrankten Kontrollkohorte gezeigt werden, dass die
Hypermethylierung signifikant hiufiger im Kollektiv der jung-erkrankten Patientinnen im
Vergleich zu nicht-erkrankten Frauen zu finden ist. Bei einer Odds Ratio von 4,39 bei einer
Methylierung von <5% kann so eine positive Assoziation gezeigt werden. Azzollini et al. und
Snell et al. konnten in der Vergangenheit bereits zeigen, dass die Hypermethylierung der
BRCAI-Promotorregion eine Rolle in der Entstehung von BRCA I-phéinotypischem Brustkrebs
spielt.””’® Auch der Zusammenhang zwischen einer BRCAI-Promotor-Hypermethylierung

und Eierstockkrebs konnte gezeigt werden.'®'”'®

Die vorliegende Studie kann nun diesen
Zusammenhang bestatigen.

Dass epigenetische Merkmale generationsiibergreifend auftreten konnen, konnte bereits
gezeigt werden.'™*"* Als ursichlich fiir die Hypermethylierung der Promotorregionen
verschiedener Gene (MLHI, MSH?2 und BRCAI) konnten Mutationen in Cis-Elementen'®"*"*

und angrenzenden kodierenden Genregionen’” identifiziert werden. Gegenstand kiinftiger
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Forschung konnte die Identifikation weiterer Ursachen fiir die aus der Hypermethylierung der
Promotorregion resultierende Stummschaltung bestimmter Genabschnitte darstellen.

Da gezeigt werden konnte, dass Hypermethylierung als epigenetische Modifikation neben
pathogenen Mutationen eine Rolle in der Pathogenese hereditirer und sporadischer
Krebserkrankungen spielt, konnte dies kiinftig auch in der Prdvention und Fritherkennung
berticksichtig werden. Erkenntnisse aus kiinftigen umfassenderen Untersuchungen kdnnten zu
einer umfangreicheren molekulargenetischen Diagnostik unter Einbeziehung epigenetischer
Faktoren bei Verdacht auf hereditire Brust- und Eierstockkrebserkrankungen fithren und
Frauen ohne Nachweis pathogener Genvarianten den Zugang zu praventiven Mallnahmen

ermoglichen.

5.7 Limitationen

Im Gesamtkollektiv der 4.975 erkrankten Patientinnen kann davon ausgegangen werden, dass
die Mutationspravalenz vergleichbar mit derer in Kohorten mit familidrer Haufung ist. Zwar
finden sich im Gesamtkollektiv auch singuldre Fille, jedoch wenden sich vorrangig Frauen
mit familidrer Hiufung ratsuchend an das GC-HBOC. Im Gesamtkollektiv aller 4.975 Frauen
mit Ovarialkarzinom konnen genaue Aussagen iiber den Anteil der Patientinnen mit positiver
Familiengeschichte aufgrund von fehlenden Daten nicht getroffen werden.

Die Anzahl der detektierten pathogenen Varianten nicht-BRCA1/2 gesicherten OC-Genen und
OC-Kandidatengenen ist so gering, dass grofere Stichproben jung-erkrankter Frauen mit
Ovarialkarzinom nétig sind, um valide Aussagen iiber die Mutationspriavalenz dieser Gene
treffen zu kdnnen.

Die Mutationsprivalenz der nicht-BRCA1/2 Gene ist nur eingeschrinkt mit der
Mutationspréivalenz aus den bereits publizierten Studien zu vergleichen, da nur die BRCA1/2-
negativen Félle eine Multigenpaneltestung erhalten haben, so eine Vorselektion stattgefunden
hat und die Mutationspriavalenz vermutlich in unselektierten Kohorten geringer ausfallen
wiirde.

Bei dem Vergleich der Héufigkeit einer Hypermethylierung der BRCAI-Promotorregion in
der Studienkohorte mit der Vergleichskohorte ist die Altersspanne nicht iibereinstimmend,
wodurch es zu einer moglichen Verzerrung der Ergebnisse kommen kann.

In der vorliegenden Studie konnte die Hypermethylierung der BRCA I-Promotorregion bislang
nur in tumorfreiem Gewebe gezeigt werden, um zu beweisen, dass die Hypermethylierung
auch é&tiologisch fiir die Erkrankung ist, miisste die Hypermethylierung im néchsten Schritt

auch im Tumorgewebe nachgewiesen werden. Diese Korrelation zwischen dem Nachweis
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einer Hypermethylierung in Blut und Tumorgewebe konnte in der Studie von Hauke et al.
bereits demonstriert werden.'

Eine Altersassoziation der Hypermethylierung konnte in der vorliegenden Studie nicht gezeigt
werden, hierzu sollten umfangreichere Studien mit Kohorten, die unselektiert in Bezug zum
Erkrankungsalter sind, durchgefiihrt werden. In der Studie von Lenning et al. konnte gezeigt
werden, dass eine Hypermethylierung der BRCA I-Promotorregion mit zunehmendem Alter
abnimmt.'’

AbschlieBend kann gesagt werden, dass Hypermethylierung neben der reinen Anderung der
Basenabfolge der DNA eine Rolle in der Karzinogenese spielt. Eine positive Assoziation
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden. Gegenstand kiinftiger Forschung sollte nun
die Identifikation weiterer mdglicher Varianten in Cis-Elementen oder anliegenden
Genregionen sein, die ursdchlich fiir eine Hypermethylierung der BRCAI-Promotorregion
sind. Zudem braucht es umfangreichere Studien, um festzustellen, ob die Testung auf

Hypermethylierung in der Routinediagnostik angeboten werden sollte.
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