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~Jede Gelegenheit, sich zu verandern,

Ist eine Gelegenheit, die Welt zu verandern.”
Paulo Coelho
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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie und Klinik

Im Jahr 2007 wurden schatzungsweise 1,3 Millioneauen Brustkrebsfalle
diagnostiziert. Damit ist das Mammakarzinom die figgte weibliche Krebs-
neuerkrankung weltweit. Mit einem Anteil von etw89% ist dieser Tumor auch in
Deutschland die haufigste bosartige Neoplasie dau.FFur Patientinnen unter 60
Jahren sind es sogar rund 40%. Aktuell erkrankbrigé ca. 57.000 Frauen und etwa
17.500 Frauen sterben daran. Das mittlere Lebens#e betragt 9,2%. Dies bedeutet,
dass durchschnittlich jede 11. Frau im Laufe iHreBens an Brustkrebs erkrankt. Das
mittlere Erkrankungsalter liegt bei 63 Jahren, et&alahre unter dem anderer
Malignome. Die Mortalitdts- sowie die Inzidenzsrateveisen teilweise enorme
ethnische und geographische Unterschiede auf. Ithweiten Vergleich liegen die
altersstandardisierten jahrlichen Neuerkrankungero [@00.000 Einwohner in
Deutschland im unteren Drittel. Eine fuhrende Raokdmen derzeit Frankreich und die
USA ein, wahrend Polen und Japan die geringstaddnzraten haben. Generell nimmt
die Mortalitat seit Mitte der 90er Jahre leicht aldhrend die Inzidenz seit 1980 stetig
ansteigt (www.rki.de, 2005; www.cancer.org, 200\ywvgekid.de, 2008).

Brustkrebs, medizinisch Carcinoma mammae, ist eamr8elbegriff fir maligne
Tumore der Brust. Das Leitsymptom des Mammakarzsash ein derber tastbarer
Knoten. Die mit 85% haufigste Form, das duktaleziem, betrifft die Milchgange.
Seltener sind lobuldre Tumore, die ihren Ursprungen Driisenlappchen haben. Eine
weitere Einteilung der WHO unterscheidet das zuasion fahige Karzinom vom (nur
per definitionem) nichtinvasiven Carcinoma in sifDie Stadieneinteilung erfolgt
anhand der GroRe und Ausbreitung des Tumors. ssKdazinom bereits metastasiert,
sind die Heilungschancen sehr gering. Die relativelahresiberlebensraten betragen
derzeit Uber alle Stadien betrachtet 81% (www.gelkid2008). Zu den klassischen
Prognosefaktoren des Mammakarzinoms zahlen neberldeortyp, der Tumorgrole,
dem Lymphknotenstatus und der Fernmetastasieruo das ,Grading”, bei dem
histologisch die Mitoserate, die Zellmorphologiedudie Driusenbildung beurteilt

werden. Zu den neueren prognostischen Modulatogdriera die Proliferationsrate
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(Ki67-Index) und der Gehalt an Ostrogen- und Prmgesrezeptoren (Arver et al.,
2000). Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dads Bumorsuppressorgene wie
TP53, die fur die genomische Stabilitédt einer Zelletwendig sind, prognostisch
relevant sein kdonnen (Rahko et al., 2003; Oliviaalg 2006).

1.2. Tumorgenese

Fur den Erhalt und die Entwicklung eines Organisnstises notwendig, dass in der
Zelle gespeicherte Informationen korrekt ausgefuhd sinnvoll auf die Tochterzellen
transmittiert werden. Dies ist die Grundlage fig &iteigerung unserer Fitness, sowohl
individuell, als auch innerhalb einer Populationrd\die genomische Integritat gestort,
kénnen sich Schéaden, genetisch fixiert in Form wWwatationen, in den néachsten
Generationen als Tumorwachstum bemerkbar macheki (R202).

Man geht heute davon aus, dass die Tumorgenesaetirstufiger Evolutionsprozess
ist, der Uber einen initialen Wachstumsvorteil hmaiber proliferationsstimulierende
Veranderungen zu ungehemmtem und invasivem Wachithrn Dabei zeichnet sich
eine Tumorzelle durch eine Dysregulation der zaétkeh Wachstumskontrolle aus. Es
werden sowohl eine beschleunigte Zellteilung alshagine verlangerte Lebenszeit der
Zelle beobachtet. Einige bei der Krebsentstehurgprmers haufig von Mutationen
betroffenen Gene sind Protoonkogene und Tumorsapprgene, welche fur Struktur-
und Regulatorproteine kodieren, die diese Prozdssd#rollieren (Hanahan und
Weinberg, 2000; Hahn und Weinberg, 2002; Massaz)@4}).

Protoonkogene (POG) sind Gene, die auf die Zellebmmng aktivierend einwirken.
Sie kodieren beispielsweise flur Zellzyklusfaktonamd Wachstumsfaktoren. Sind sie
mutiert, werden sie Onkogene (OG) genannt. Da meZellteilung beschleunigen
konnen, werden die zugrunde liegenden Mutationeain;gQf-function“-Mutationen
(GOF) genannt. Sie wirken in der Zelle dominant,dsgs 1 mutiertes Allel fur eine
unkontrollierte Zellteilung ausreichend ist (siekiab.1).

Tumorsuppressorgene (TSG) hingegen sind wachstunmbede Gene, die die
Proliferation einer Zelle zur richtigen Zeit wiedseenden. Mutationen in diesen Genen
konnen zu einer dauerhaften Teilungsfahigkeit deltezZfiihren. Diese Gene kénnen
direkt an der Regulation der Zellteilung mitwirkeder sie wirken indirekt als DNA-

Reparaturgene, indem sie daflr sorgen, dass dle Beisichtlich Stoffwechsel und
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Zellteilung moglichst korrekt funktionieren kanneSind somit zur Aufrechterhaltung
der genomischen Integritat verantwortlich. Diesankheitsverursachenden Mutationen
werden ,loss-of-function“-Mutationen (LOF) genanfie wirken auf zellularer Ebene
rezessiv, das heifl3t zur Krankheitsentstehung miubséhe Allele inaktiviert sein.
Dieser Vorgang wird als ,loss-of-heterozygosity“QH) bezeichnet. Haufig liegt in
einem Allel einer somatischen Zelle bereits einer#e Keimbahnmutation vor und es

kommt erst im Laufe der Zeit zur Inaktivierung degeiten Allels.

Normale Gestorte Zellteilung Gestorte DNA-Reparatuy
Zellteilung und durch Mutation im durch Mutation im
DNA-ReparatL GatekeepeGer Caretake-Ger
monoallel/ biallel/ biallel/compound biallel/
heterozygot homozygot heterozygot homozygot

© S.Gerlinge

Abb.1: Schaubild eines Mehrstufenprozesses zueiitung durch monoallele oder biallele Mutationen
in Gatekeeper-Genen und Caretaker-Genen. Onkodgef (irken auf zellularer Ebene dominant

(dom), Tumorsuppressorgene (TSG) wirken rezessi) (GOF=gain-of-function, LOF=loss-of-function.
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Mutationen in Tumorsuppressorgenen und in Protogeken werden sowohl in
sporadischen als auch in erblichen Tumorerkrankurggfunden. In der ,Two-Hit-
Theorie* von Knudson féllt zuerst das eine Allesanachfolgend das zweite Allel. Es
kommt zur unkontrollierten Teilung der Zelle, wenbeide Allele eines
Tumorsuppressorgens inaktiviert sind. Bei spordmiscKrebserkrankungen sind beide
Allele durch zufallige Ereignisse mutiert. Bei ecblen Krebsgeschehen besteht fur das
erste Allel eine genetische Pradisposition, wahrdied Funktion des zweiten Allels
nachfolgend verloren geht, oder durch Mutationeremem veranderten Protein fuhrt
(Knudson, 1971, 1977). In beiden Fallen nimmt dtdionshaufigkeit mit steigendem
Alter zu, die Erstmanifestation jedoch ist bei mfebn Krebsarten deutlich friiher zu
erwarten.

Das aulRerordentlich enge Zusammenspiel von Tumprssgorgenen und
Protoonkogenen wird auch durch eine neuere Théesehrieben. In dieser wird nicht
zwischen erblichen und sporadischen  Tumorerkrandkng unterschieden.
Tumorsuppressorgene und Protoonkogene, die analiéeiling beteiligt sind, werden
als ,gatekeeper” bezeichnet und die Tumorsupprgsser, die bei der DNA-Reparatur
mitwirken, als ,caretaker“. Tragen beide KopienesirCaretaker-Gens LOF-Mutationen
(homozygot oder compound heterozygot), kommt es Dafekt der DNA-Reparatur
und zum Zusammenbruch der genomischen StabilitéthtNoehobene Defekte in
Gatekeeper-Genen kénnen dann anschlielend die nmaligansformation der Zelle
einleiten. Diese Fehlregulation lasst sich auch umgekehrten Falle beobachten
(Kinzler und Vogelstein, 1998) (siehe Abb.1).

1.3. Aligemeine Risikofaktoren

Zahlreiche verschiedene Faktoren erhéhen die GedahBrustkrebs zu erkranken. Da
dieser Tumor hormonabhéngig ist, genigt bereitsTdisache, weiblich zu sein. Das
mannliche Mammakarzinom, Carcinoma virile, wird &twl00-mal seltener
diagnostiziert als das der Frau (www.rki.de, 200%).Trend liegen Lifestyle-Einfllisse
wie Kontrazeption, postmenopausale Hormontherapikohol, hohe Kalorien- und
Fettzufuhr, Nulliparitat, Spaterstgebarende uniiestie Mtter. Eine frihe Menarche

und spate Menopause wurden ebenso wie hohe Bestgsidlosen und benigne
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proliferative Brusterkrankungen als Risikofaktondentifiziert (Ponz de Leon, 1994).
Das Risiko steigt in diesen Fallen um das 1,53H&che (Arver et al., 2000).

Ein grofRes Risiko birgt das Alter. Durch verschieg®&mwelteinflisse kdnnen sich im
Laufe der Zeit viele genetische Veranderungen imereiZelle des Brustgewebes
akkumulieren. Dementsprechend tritt eine Vielza# Brusttumore sporadisch auf und
geht mit einem Anstieg der Inzidenz und der Matditlieinher. Diese genetischen
Veranderung treten haufig als balancierte und w@muadrte Umlagerungen wie
Translokationen, Inversionen, Duplikationen, Amghtionen und Deletionen in

Erscheinung (Albertson, 2003; Albertson et al.,200

1.4. Familiares Risiko

1 2
|
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1 2] 3 45 6] 7 8
Il [ (2
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(glé)% i 67 [ 8] ol 10 11 12 13 14| 15 h7 18] 20 21 22
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Abb.2: Stammbaum der Familie von Paul Broca's fnasidem Jahre 1860 tiber mehrere Generationen

basierend auf der Originalpublikation (modifiziaetch Lynch et al., 2008).
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Der grof3te Risikofaktor ist eine positive Familieamnese (Lynch et al., 1981; Ottman
et al., 1986). Bereits vor uber 140 Jahren entstane der ersten Publikationen Uber
eine betroffene Familie (siehe Abb.2).

Familienanalysen ergaben phanotypisch und genatygme Uberproportional haufige
Mitveranlagung zu Krebsarten wie Ovarialkarzinomer seltenen Krebssyndromen
wie dem Li-Fraumeni-Syndrom oder der Ataxia teleekigitica (Narod, 1994; Go et
al., 1983). Das am haufigsten auftretende Syndrsindas hereditdre Brust- und
Ovarialkrebssyndrom. Deren genotypische Basis gimohoallele Mutationen in
BRCA1 oder BRCAZ2, die das Brust- und Ovarialkretikd um mindestens den Faktor
10 erhbhen (Rahman et al., 2007).

Die Pravalenz familidrer Mutationen korreliert reinem frilhen Diagnosealter, einem
bilateralen Auftreten und der Anzahl und dem Gndalamkter Verwandter (Claus et al.,
1990; Slatterly und Kerber, 1993; Anglian Breasin€&a Study Group, 2000). Fur
Frauen mit einer betroffenen Verwandten ersten €rad der Familie erhdht sich das
Risiko beispielsweise bereits um mehr als das BegRoseman et al., 1990; Mettlin et
al., 1990). Um die Frage zu klaren, welche Famifenetisch ein erhohtes
Brustkrebsrisiko besitzt, wurde auf der Grundlagedemiologischer und klinischer
Beweise eine Richtlinie hierzu vorgeschlagen (Manstt Zori, 2002) (siehe Tab.1).

Tab.1: Richtlinie zur Etablierung eines familiaf@rustkrebssyndroms in Anlehnung an die Amsterdam-
Bethesda-Kriterien (modifiziert nach Marsh und Z@002).

Auftreten des Tumors in einem ungewdhnlich jungéar

Bilaterale Primartumore

Auftreten multipler Malignome

Geschlechtsunabhéngige Manifestation des Tumors

Familiare Haufung derselben Krebsart

O |0 |~ W[IN|PF

Kombination mit anderen Syndromen

FiUr das individuelle Risiko von besonderer Bedegtishdie genetische Pradisposition,
d.h. die durch die verschiedensten Umwelteinflimsdulierbare erbliche Veranlagung

(Nathanson et al., 2001). Genetische Veranderundenbereits in der Keimbahn
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manifest sind, werden an die nachste Generationtewererbt. Die daraus

hervorgegangenen Tumorerkrankungen der Brust siniiclee Mammakarzinome, die

abhangig vom Vererbungsmuster als hereditdr oderilifa bezeichnet werden

(Bradbury und Olopade, 2007). Hereditare Mammakarne betreffen etwa 4-10% der
Brustkrebsfalle. Fur ca. 2-4% sind Mutationen im daimorsuppressorgenen BRCAL
und BRCA2 verantwortlich (Weber und Garber, 19986k et al., 2000; Wooster und
Weber, 2003; Zhang und Powell, 2005; Lynch et2008). Sie sind im Allgemeinen

monogen und werden autosomal dominant mit hoheetParez vererbt (Newman et al.,
1988). Einer familiaren Krebshaufung liegt eine gjesthe Pradisposition ohne einen
klaren monogenen Vererbungsmodus zugrunde. Dergacblen sind sehr komplex und
epidemiologische Daten unterstitzen ein Multifabtonodell, dem ein polygenes
Vererbungsmuster zugrunde liegt (Peto und MackQRRCAL und BRCA2 sind die

wichtigsten Risikofaktoren fur etwa 10-25% alleuBtkrebsfalle, die familiar gehauft
zu beobachten sind (Szpirer und Szpirer, 2007h¢shdb.3).

10-25%

BRCA1
BRCA2

<19% — TP53, PTEN, STK1

2,5% — CHEK2, ATM, NBS1,
BRIP1, PALB:

5% —— Polymorphisme

! E E 20-25%
noch nicht
identifizierte
By \Risikogene

Abb.3: Verteilung der fur familiaren Brustkrebs gisponierenden Risikogene. Etwa 20-25% aller

© S.Gerlinge

Mammakarzinome haben einen familidren Hintergrifusammen mit den Genen PTEN, STK11 und
den Polymorphismen, die nicht als DNA-Reparaturgédessifiziert werden, nehmen die bislang
detektierten DNA-Reparaturgene BRCA1, BRCA2, TPEBEK2, ATM, NBS1 und die Fanconi-
Anamie-Gene BRIP1 und PALB2 unter den familidrendskrebsféllen einen Anteil von etwa 30% ein
(Daten aus Szpirer und Szpirer, 2007; Lynch e2@i08).

Zusammengenommen sind alle bisher untersuchten lidaeni und hereditéaren
Mutationen in BRCA1 und BRCAZ2 jedoch fur weniges 80% der Brustkrebsfalle mit
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erblichem Hintergrund verantwortlich. Fir die lGlemg70% konnten keine Mutationen
in diesen beiden Genen nachgewiesen werden (Wahlh @006; Lynch et al., 2008).

Aus diesem Grund spielen zunehmend weitere alsliba beschriebenen Gene fiur die
Entwicklungsgeschichte des Brustkrebses eine vgehRolle. Diese kdnnen in der

normalen Population selten oder weit verbreitet.sBie Risikogene fordern somit mit

unterschiedlich hohem Potential die EntstehungMammakarzinomen (Ponder, 2001;
Antoniou und Easton, 2006).

1.4.1. Aufrechterhaltung der genetischen Integritat
Obwohl das individuelle Risiko durch eine Reihe \Wmweltfaktoren modifiziert wird,
beschreiben die bislang verdffentlichten Publikatio immer mehr Gene als

Risikofaktoren flr die Entwicklung von Brustkrebs.

Tab.2: DNA-Reparaturgene und ihre assoziierten gsghdrome als Risikofaktoren fiir Brustkrebs.

In einer monoallelen Situation pradisponieren Matagn in den betroffenen Genen fir einen dominanten
Brustkrebs-Phanotyp, in einer biallelen Konstedlatfir das jeweilige rezessive Syndrom (Kalb et al.
2004; Szpirer und Szpirer, 2007). TSG=Tumorsupprges, POG=Protoonkogen, n.nwb. (nicht

nachweisbar).

Krebssyndrom Gene  Penetranz fir Vererbungsmodus Funktion
Brustkrebs  monoallel biallel

Hereditare Brustkrebssyndrome

Hereditares Brustkrebs- und BRCA1 hoch dominant n.nwb. TSG

Ovarialkarzinom- BRCA2 hoch dominant rezessiv TSG

Syndrom

Li-Fraumeni-Syndrom TP53 hoch dominant ? TSG, POG?
CHEK2 niedrig dominant n.nwb. TSG

Ataxia teleangiektatica ATM niedrig dominant rezessiv TSG

Brustkrebs-assoziierte hereditére Krebssyndrome

Nijmegen-Breakage-Syndrom NBS1 niedrig dominant rezessiv TSG?
Fanconi-Anamie BRCA2 hoch dominant rezessiv TSG
BRIP1 niedrig dominant rezessiv TSG
PALP2 niedrig dominant rezessiv TSG
© S.Gerlinger
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Als starke Pradiktoren fur die Entstehung von fémaim Brustkrebs werden seit einiger
Zeit die DNA-Reparaturgene untersucht, die fur giémomische Integritat einer Zelle
unentbehrlich sind.

Die enorme Komplexitat der genetischen Integrit&tdwdurch eine auf3erordentlich
grol3e Anzahl der daran beteiligten Gene widerggstiieBislang wurden mehr als 150
DNA-Reparaturgene klassifiziert, die in vielen, M&ise noch unbekannten,
Reparaturwegen eine Rolle spielen (www.cgal.ickéDNA Repair_Genes.html,
2008). Da sie dem Schutz der Zelle dienen, sindrsest hoch konserviert. Treten
dennoch Mutationen in den dafir relevanten Genérkann dies zu verschiedenen, oft
sehr spezifischen, Tumorerkrankungen fuhren. Diali@ Entwicklung von Brustkrebs
wichtigen DNA-Reparaturgene und ihre assoziierteabkksyndrome sind in Tabelle 2

aufgefihrt.

1.5. Reparatur-Strategien

Im Laufe der Evolution hat die Zelle verschiedet@t8gien entwickelt, um Schaden in
der DNA zu detektieren, moglichst zu reparieren andverhindern, dass sie an die
nachste Generation weitergegeben werden. Mit Kdfe DNA-Reparaturgenen werden
die Chromosomen permanent Uberwacht und mdglichéekiZe korrigiert. Die
Koordination dieses komplizierten Zusammenspielscheeben Zhou und Elledge
2000 in einem einfachen Signal-Transduktions-Weg. n einem Sensor erfassten
Schéaden werden Uber einen Koordinator zu verschedé&ffektoren tbermittelt und
aufeinander abgestimmt (siehe Abb.4). Diese Art giemetischen Kontrolle wurde
erstmals in Saugerzellen entdeckt, deren ProteaskilrATM Defekte aufwies (Painter
und Young, 1980).

Die DNA ist ein Makromolekll und somit auf3erst emg@lich gegentiber endogenen
und exogenen Einflissen. UV-Strahlung, ionisierer@teahlung, Chemikalien und
oxidativer oder thermischer Stress verandern dieADpermanent. Auch eine
fehlerhafte Replikation oder eine ungenigende DNefsdRatur kdbnnen zu dauerhaften
Verdnderungen im Genom fuhren. Verschiedene Mausleo#onnten zeigen, dass
defekte Reparaturwege zu genomischer Instabilithtein (Ferguson und Alt, 2001).
Fallt auch nur eines der beteiligten Proteine &asn das bereits zu folgenschweren

Chromosomen-Translokationen filhren (Ferguson et 26100). Um die Zahl der
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Mutationsereignisse fir den Organismus moglichahgezu halten, induziert die Zelle

entweder ihren Suizid (Apoptose) oder versucht, Defekt zu beheben, bevor sie in
die Mitose geht. Teilweise werden die Lasionen (gmr spezifische Reparaturwege
behoben. Der fur die Entstehung von Brustkrebswilegend relevante Mechanismus

ist eine defekte DNA-Reparatur Uber Rekombination.

DNA-Replikationsstress

Signal DNA-Schaden /%>
%x Ck

2o\ L

Sensor

Koordinator ©

Effektor

—
— /N T

Zellzyklus Apoptose Traripkon DNA-Reparatur

Abb.4: Signal-Transduktions-Weg zur DNA-Reparatap(ifiziert nach Zhou und Elledge, 2000).

1.5.1. Rekombinations-Reparatur (RKR)

Reaktive Sauerstoffradikale (ROS), lonisierendealt8tmg (IR) oder Fehler in der
Replikation fihren zum Replikationsblock, zu Inteaagvernetzungen und zu Briichen
in den Nukleinsaurestrangen (Stark et al., 2004¢cBen beide DNA-Strange, ist das
fur die Zelle fatal, da in der Folge Chromosomechstiicke verloren gehen kénnen
und dies nicht selten zu ihrem Tod fuhrt. In eimaoliferierenden Zelle sind

festgefahrene Replikationsgabeln der haufigste &rdir die Entstehung von

Doppelstrangbrichen (DSB) (Zhang und Powell, 2008¢. Reparatur von DSB und

von Replikationsblockaden erfolgt tlber Mechanisrden Rekombination. Interstrang-

10
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Vernetzungen (,DNA-crosslinks®) werden ebenfallsf aliese Weise geldst (Haber,
1999; Enomoto, 2001; Michel et al., 2001; Nakabegipal., 2006).

In eukaryotischen Zellen wurden bislang mindest@nsbergeordnete Strategien zur
Instandsetzung von DSB identifiziert: Nicht-homatelgnd-zu-End-Verknipfung
(,non-homologous-end-joining“, NHEJ), Homologe Rekmnation (HR) und
Einzelstrangverankerung (,single strand annealiS$A).

1.5.1.1. Nicht-homologe-End-zu-End-Verknupfung (NHH)

NHEJ ist der bevorzugte Mechanismus zur Reparainr@SB fur Zellen, die sich in
der G1-Phase oder in der frihen S-Phase befindeseaben ihre DNA noch nicht
repliziert und zur Reparatur eines DSB steht ihnendas homologe Chromosom zur
Verfigung. Da keine Schwesterchromatide als Mattieeen kann, werden die freien
Enden der DNA auf direkte Weise miteinander verkhipUm grol3ere
Deletionsmutationen zu verhindern, muss die Zakebgéschadigte DNA vor weiterem
Abbau schitzen. Ebenso muss sie dafir sorgen, diassichtigen DNA-Enden
zusammengefligt werden (Takata et al., 1998; Liebeal., 2003; Rothkamm et al.,
2003).

Zur Reparatur werden kleine, die Bruchstellen flardnde, Mikrohomologien benétigt.
Diese werden vermutlich durch einen Proteinkomgleschaffen, dem MRN-Komplex,
der sich aus den 3 Untereinheiten MRE11, RAD50 NB&1 zusammensetzt (Ma et
al., 2003; Zhang et al., 2004). Die freien DNA-Emdeerden von einem Ku-
Heterodimer, dem Ku70/Ku80-Komplex, sequenzunssetiferkannt, gebunden und
fur den nachfolgenden Reparaturkomplex positioniertl stabilisiert. Daran bindet
DNA-PKcs, die Untereinheit einer DNA-abhangigen tBirtkinase, die die Fahigkeit
zur Autophosphorylierung besitzt. Die Nuklease A bildet mit DNA-PKcs einen
Komplex, der durch seine Endonukleaseaktivitat @NA-Enden prapariert. Die so
prozessierten DNA-Enden werden anschlieBend von démgasekomplex
XRCC4/LigaselV zusammengefigt (Hefferin und Tomkims 2005; Cabhill et al.,
2006).

Diese Art der Reparatur ist aul3erst fehleranfalligl kann den Verlust oder den
Gewinn ganzer Nukleotidsequenzen zur Folge habeanglLet al., 1998). Haufig

resultieren daraus kleine Anderungen in der DNAu8eg, aber auch ganze

11
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chromosomale Umlagerungen aufgrund falscher Verkmigen von unflankierten
DNA-Enden, die primar nicht zusammengehoren, sirigyjlich. Zunehmend werden
Subtypen des NHEJ bekannt, die weniger fehlerbethsifid.

1.5.1.2. Homologe Rekombination (HR)

Doppelstrangbriche, die wahrend und nach der DNplikaion in der S-Phase
auftreten, konnen durch homologe Rekombination behoverden, da der Zelle eine
identische DNA-Kopie zur Verfiigung steht. Die awBdrohe Qualitat der Reparatur
wird dabei durch die grof3e Sequenzhomologie dew8sterchromatide gewahrleistet
(Pierce et al., 2001).

Der detaillierte Ablauf wird im Einzelnen noch edoht. Erkannt werden die Schaden
maoglicherweise vom MRN-Komplex. Durch die Exonuldeaktivitait von MRE11
werden die DNA-Enden des zerstorten DNA-Doppelgsan(dsDNA) so
zurechtgeschnitten, dass an beiden Enden ein ki8tesk eines 3"-Uberhdngenden
DNA-Einzelstrangs (ssDNA) entsteht. EXOL ist ein@iklease, die diese Resektion
ebenfalls katalysieren kénnte (Moreau et al., 20A0im Schutz vor Nukleolyse werden
die DNA-Enden von RPA’s (Replikationsprotein A) gehullt. RPA ist ein
Heterotrimer, das zellzyklusabhangig phosphoryherd und so die Bindung an die
DNA moduliert und die Aktivitat von RAD51 kontrodlit (Umezu et al., 1998; Gasior
et al., 2001). Die Rekombinase RAD51 formiert uni@nbeziehung verschiedener
Proteine wie BRCA2 und die RAD-Paraloge RAD51B-Bvid XRCC2 und XRCC3
den Aufbau eines RAD51-Nukleoproteinfilamentes, dasder Lage ist, homologe
Sequenzen in der Schwesterchromatide zu sucheawidkntifizieren (Bhattacharyya
et al., 2000; Kuschel, 2002; Cahill et al., 20@3i Erfolg kommt es zur Stranginvasion
und Paarung der jeweiligen homologen DNA-SequemziéiHilfe von Komplexen aus
RAD52 und RAD54. Nach erfolgtem Strangaustauschgeeshéadigten DNA-Molekils
mit dem homologen intakten DNA-Molekul werden diech fehlenden Nukleotide
durch eine DNA-Polymerase ergénzt und durch eigade verbunden. Die entstandene
Heteroduplex-DNA enthédlt so genannte Holliday-Stuuén, die Uber Resolvasen
aufgelost werden kénnen (Cahill et al., 2006). DhuPcoteine wie RAD54 oder BRCAL
werden diese Prozesse unterstitzt (van Gent @08l1,; West, 2003). Obwohl diese Art

12
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der Reparatur wenig mutationsanfallig ist, konneochd durch eine extensive

Genkonversion oder ,crossover“-Ereignisse LOH indtzverden.

1.5.1.3. Sinlge strand anneling (SSA)

Das SSA wird wie die HR auch in der S/G2-Phase aduaet (Elliott et al., 2005) und
es werden ebenfalls homologe Sequenzen zur Reparatu Doppelstrangbriichen
genutzt. Im Gegensatz zur HR ist die SSA unabhamgiy RAD51. Nach dem

Zurechtschneiden der Bruchenden, wahrscheinlichfali® durch den MRN-Komplex,

werden die ssDNA-Uberhange von RPA’s und RAD52 taesiach dem Detektieren
homologer Sequenzen werden die Uberhidnge verandterth die ERCCI1/XPF-

Endonuklease zurechtgetrimmt und die Licken duircd BNA-Polymerase aufgefillt.

Ein grof3er Teil des Mechanismus und dessen bateHpteine ist immer noch unklar
(Valerie und Povirk, 2003; Stark et al., 2004).

1.6. Intention dieser Arbeit

Gene, die in die Reparatur beschéadigter DNA inwstvsind, werden in den letzten
Jahren zunehmend mit der Entstehung von familidgBeost- und Eierstockkrebs in
Verbindung gebracht.

Ziel dieser Arbeit ist, anhand von neuester Litgratu untersuchen, welche dieser
DNA-Reparaturgene Einfluss auf die Entwicklung familidrem Brustkrebs nehmen
und welche Rolle sie dabei spielen.

In folgendem Ergebnisteil werden die HochrisikogdBRCA1l, BRCA2 und TP53,
sowie die DNA-Reparaturgene mit einer niedrigereamd®ranz wie CHEK2, ATM,
NBS1 und die Fanconi-Andmie-Gene der Gruppe IAlblekulargenetisch vorgestellt
und ihre biologische Funktion durchleuchtet. DissZmmenhange der zentralen DNA-
Reparaturgene auf zellularer Ebene, die modulienené&inflisse verschiedener
Polymorphismen, weitere mogliche Risikogene und upaipnsgenetische Effekte

werden in der anschlieBRenden Diskussion weiterefert
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2.1. DNA-Reparaturgene mit hoher Penetranz

Die Penetranz beschreibt die Wahrscheinlichkeit, der ein Allel phanotypisch in
Erscheinung tritt. In der Literatur tritt haufigrd@egriff des Lebenszeitrisikos, bezogen
auf ein definiertes Lebensalter, an dessen SteHlad et al., 2008). Keimzellmutationen
in Genen mit einer hohen Penetranz haben einea@utsiominante Pradisposition als
Grundlage. Die Mutationsfrequenz in diesen Genéngeing. Trager/innen dieser
genetischen Veranderungen entwickeln, in Abh&ngigken der Population, in
ungefahr 60-85% der Falle familiaren Brustkrebg{&z und Szpirer, 2007).

2.1.1. BRCAL (Breast cancer susceptibility-Gen 1)

2.1.1.1. Klinik

Mutationen in BRCAL1 sind typisch fur Familienmitggier mit hereditdrem Brust- und
Ovarialkarzinom-Syndrom oder einer prAmenopausBleistkrebserkrankung (,early-
onset“-Brustkrebs). Sie erh6hen das relative RigRR) fir Brusttumore um das 10-
bis 22-fache. Das Lebenszeitrisiko, mit 70 JahranBaustkrebs erkrankt zu sein,
betragt je nach Population zwischen 46% und 87% Risiko fur Ovarialkrebs liegt bei
16% bis 44% (Breast Cancer Linkage Consortium, 19994; Struewing et al., 1997,
Satagopan et al., 2001; Stratton und Rahman, 2008gibliche BRCA1-
Mutationstragerinnen haben im Vergleich zur Norreatilkerung ein erhohtes
statistisches Risiko fur weitere Karzinome (Reksiv Risiko RR=2,30) wie
beispielsweise fur Cervix- (RR=3,72), Blasen- (RS oder Pankreaskrebs
(RR=2,26). Mannliche Trager uber 65 Jahren weisem kerhthtes Risiko fir
Prostatakarzinome auf (RR=0,95), jedoch sind Manmger 65 Jahren mit einem
relativen Risiko von RR=1,82 gefahrdet (Breast @ahinkage Consortium, 2002).

Die Entstehung von Brustkrebs durch BRCA1l hat eiridrerwiegend erblichen
Hintergrund. Untersuchungen an Brustkrebspatieatinohne eine nachweisbare
familiare Belastung ergaben einen aul3erordentlighingen Anteil somatischer
Mutationen im BRCA1-Gen (Khoo et al., 1999; Honrat@l., 2005). Der Entwicklung
von sporadischem Brustkrebs liegen vielmehr Eregmi zugrunde, die zur
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Inaktivierung von BRCA1 oder zur Fehlplatzierungs deroteins innerhalb der Zelle
fuhren (Chen et al., 1995; Chen et al., 1996). Asiod epigenetische Ursachen wie die
Herunterregulierung des Promotors durch Hypermigthyig zu diskutieren (Catteau et
al., 1999; Chan et al., 2002; Hilton et al., 200@rner et al., 2004).

Die familiaren BRCA1-Tumore unterscheiden sich nmatpgisch und molekular von
sporadischem Brustkrebs und von Tumoren ohne nasbare Mutationen in BRCA1l
oder BRCA2 (BRCA1/2-negativ). Sie sind wenig diffieziert und zeigen einen
aggressiven Phanotyp mit dem schlechtesten ,Grgdi@gad 3 mit hohem Mitose-
index. Sie sind Uberwiegend Ostrogen-Rezeptor- aR-negativ, tiberexprimieren
p53, Cyclin A, B1 und E und unterexprimieren p2add und Foulkes, 2004; Honrado
et al., 2005). Niedrige Konzentrationen an BRCAL1N#AR begleiten die Trans-

formation vom Tumor ,in situ” zum invasiven Karzimo(Thompson et al., 1995).

2.1.1.2. Genetik

In der Literatur wurde der Begriff der ,SuscepiilgiGene” eingefihrt, welcher das
individuelle Risiko zur Entwicklung einer Tumoreakikung umschreibt. BRCA1 war
das erste Brustkrebs-Gen dieser Art. Es wurde 1&%0dem Chromosom 17qg21
lokalisiert (Hall et al., 1990) und 1994 sequertz{btiki et al., 1994). BRCAL ist tber
80 kb grol3 und besteht aus 24 Exons, davon 22 iesdledie Uber 100 kb genomischer
DNA verteilt sind. Das 7,8 kb mRNA-Produkt kodidiit ein 1863 AS grofRes Protein
(Miki et al., 1994) (siehe Abb.5).

In den Exons 2-5 am NHTerminus ist eine Ringfingerdomane mit dem Chamaginer
E3-Ubiquitin-Ligase gelegen. Es erlaubt dem Proteih BARD1, einem strukturell
ahnlichen Protein, ein Heterodimer zu formierenlctves in die Reparatur beschadigter
DNA unmittelbar verwickelt ist (Wu et al., 1996; stazume et al., 2001). Solche
Zinkfingerregionen, die der Protein-Protein-Bindumlienen, sind in zahlreichen
regulatorischen Proteinen ein tbliches Motiv (Lavgret al., 1993).

Am C-terminalen Ende sind 2 BRCT-Domanen zu findéie, charakteristisch fir
Proteine sind, die in der DNA-Reparatur eine Ralgelen (Callebaut und Mornon,
1997) wie beispielsweise TP53 (Chai et al., 199@) BRIP1 (Cantor et al., 2001). Dort
befindet sich ebenfalls ein Bereich fur eine Intdmn mit BRCA2 (Chen et al., 1998;
Welcsh et al., 2000).
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Ungefahr 60% der kodierenden Sequenz befindenisiéxon 11 (Miki et al., 1994).
Neben einer DNA-bindenden Doméane von AS 452 bis1A@392 (Paull et al., 2001)
befinden sich dort noch eine Bindungsdoméne fur M&N-Komplex (AS 341-748)
(Zhong et al., 1999), eine weitere TP53-BindunglestAS 224-500) (Rajan et al.,
1996; Bertwistle et al., 1997; Zhang et al., 1998a] eine RAD51-Bindungsstelle (AS
758-1064). In dieser Region liegen auch verschieddmsphorylierungsstellen fur die
Proteinkinasen ATM, ATR und CHEK2. Diese sind erderesingular an AS-Position
988 gelegen oder sie bilden einen Cluster aus AS,1B423, 1457 und 1524 (Zhang
und Powell, 2005) (siehe Abb.5).

CHEK2  ATM ATR ATM
Ll
30(;[—>G 988 1387 1423 1457 1524 538v2|ns(
Ringdoméne P P P P BRCT
1 1862
BARDL TP53  MRN- RADS BRCA2 TP53, BRIP1
Komplex

Abb.5: Fur die DNA-Reparatur wichtige funktionelomanen in BRCAL. Die Mutationen 3063G

und 5382insC sind in deutschen Brustkrebsfamilrarhaufigsten vertreten. BARD1 (BRCALl-associated
ringdomain-1-Protein), BRCT (breast cancer C-tealildomane) (Daten aus Chen et al., 1998; Zhang et
al., 1998a; Chai et al., 1999; Cantor et al., 2®{dshizume et al., 2001; Zhang und Powell, 2005).

Keimbahnmutationen in BRCA1 beinhalten héaufig gecee Veranderungen wie
Punktmutationen, Insertionen oder Deletionen. INCBR-veranderten Familien findet
man Uberwiegend deletdre Mutationen (Friedman.etl@94; Serova et al., 1996). Zu
85%

Unsinnmutationen (,nonsense“-Mutationen), dereneBrgs ein trunkiertes Protein ist

fuhren sie zu Leserastermutationen (,framéshifitationen) oder zu
(Struewing et al.,, 1995). In der Zwischenzeit simehr als 1000 unterschiedliche
Mutationen fir BRCAL bekannt, jede fiir sich ausgesipen selten. Die Deletionen und
Duplikationen variieren in der Grof3e zwischen lukad mehr als 100 kb Lange und

finden sich in allen Regionen des jeweiligen GaNaléh et al., 2006).
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Genetische Veranderungen in BRCA1 treten in veesldmen Populationen mit
unterschiedlicher Haufigkeit auf. Beispielsweisedalie Insertionsmutation 3171ins5
in schwedischen Hochrisikofamilien besonders hagéfunden (Einbeigi et al., 2001).
Die innerhalb der ethnischen Gruppe der Ashkenaded anzutreffende
Deletionsmutation 185delAG ist bereits Uber 46 Gatm@nen hinweg nachweisbar
(Bar-Sade et al., 1998). Werden in Schweden in & Brustkrebsfalle BRCA1-
Mutationen nachgewiesen, sind es in Finnland rd#60(Zelada-Hedman et al., 1997;
Syrjakoski et al., 2000). Die geschéatzte PravalanzBRCA1-Mutationstrager zum
Zeitpunkt ihrer Geburt betréagt, ebenfalls populaabhangig, etwa 0,08% und steigert
sich bis zum 55. Lebensjahr um den Faktor 9 afoQ(&nglian Breast Cancer Study
Group, 2000).

In den Brustkrebsfamilien der deutschen Bevdlkeraimgl die beiden trunkierenden
Mutationen 5382insC im Exon 20 mit 4,7% und dieder Ringdomé&ne gelegene
missense-Mutation 306%G mit etwa 1,7% die am haufigsten vertretenen Nanten.
Innerhalb BRCA1-mutierten Familien nehmen sie zusam einen Anteil von etwa
30% ein. Die Transversion 3069G fluhrt zu einem Austausch von Cystin durch Glycin
an Position 61 (C61G) und die ,frameshift“-MutatiBB82insC fuhrt zum vorzeitigen
Kettenabbruch (1829X) (German Consortium for Hedeggli Breast and Ovarian
Cancer, 2002). Die Mutationsfrequenz von 5382ine@&gt 1,0%, demgegenuber wird
BRCA1-5382insC in der Ashkenazi-Juden-Populationzu0,4% gefunden (Backe et
al., 1999).

2.1.1.3. Biologische Funktion

BRCA1 nimmt in der Zelle eine Schllsselposition zAufrechterhaltung der
genomischen Integritdt ein (Paull et al.,, 2001)sld@ig sind mehr als 20 Proteine
bekannt, die mit BRCAL auf direkte Weise interagiekdonnen (Breast Cancer Linkage
Consortium, 2002).

Bereits kurze Zeit nach der Entdeckung von BRCA1ld&seine Funktion als typisches
Tumorsuppressorgen beschrieben (Breast Cancer denkKansortium, 1995; Holt et
al., 1996), das als ,caretaker” in der DNA-Reparétagiert (Scully et al., 1997; Zhong
et al., 2002). Seitdem wird versucht genauer zicldeuchten, wie und auf welcher

Ebene der Tumorgenese BRCA1 die Entstehung vontiBels verhindern kann.
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Immer noch sind die genauen Mechanismen nicht tkader werden kontrovers
diskutiert.

BRCAL ist mdglicherweise bereits am ersten Sclmitt Bearbeitung eines DNA-
Schadens, in der Rolle eines Sensors, beteilighaEsich gezeigt, dass es in vitro mit
seiner DNA-Bindungsdoméne in der Lage ist, unsaelektit verzweigten DNA-
Strukturen Protein-DNA-Komplexe zu bilden (Paull at, 2001). BRCAL ist auch
fester integraler Bestandteil des BASC-KomplexesR@a1l-associated genome
surveillance complex), deren beteiligte Proteinéesaimt wichtige Aufgaben im
Erkennen abnormaler oder zerstorter DNA-Struktuwréer eine Funktion in der DNA-

Replikationsreparatur ibernehmen (Wang et al., 000

Eine aul3erordentlich komplexe Funktion GUbernimmtCBR mit der Aufgabe eines
Koordinators. Oft fungiert das Protein dabei algn@iibersetzer und -vermittler an die
verschiedenen Effektoren. In Abhangigkeit von derdes DNA-Schadens modulieren
Sensoren wie die Proteinkinasen ATM (Cortez et1899; Gatei et al., 2000), ATR
(Tibbets et al., 2000) und CHEK2 (Lee et al., 20@@)ch Phosphorylierungsreaktionen
die Funktion von BRCAL. Das Ergebnis ist die Kooadion des Zellzyklus und die
Regelung der Genauigkeit, mit der die DNA repamerd.

Wenn DNA-Schaden zum Beginn der Mitose nicht reganvurden, wird die Zelle
arretiert und geht zugrunde. Hierflir muss sicheejjesein, dass die DNA-Reparatur
mit dem Zellzyklus koordiniert ist (Lisby et al.0@4; Kim et al., 2006). Der Zellzyklus
kann Uber die Kontrollpunkte G1/S, Intra-S-Phasd @&2/M beeinflusst werden. Ein
Zyklusarrest in G1/S wird Uber eine Stimulation de21-Genexpression erreicht.
BRCAL1 Ubernimmt hierfir die Rolle eines Tanskripgtaktors. Es kann in
Kooperation mit dem Tumorsuppressorprotein p53Agieptose einleiten (Zhang et al.,
1998a) oder ohne dessen Zusammenarbeit den Ubeigatig S-Phase verhindern
(Somasundaram et al., 1997). BRCA1 stimuliert edénflie Transkription von p27,
was den Arrest in der S-Phase induziert (Williamebal., 2002; Xu et al., 2002). Die
Regulation des G2/M-Kontrollpunkts findet auf ustdriedlichen Ebenen statt. Eine
Weel-Kinase, wie auch die CDC25C-Phosphatase, i@rbib eine Cdk2-Kinase-
Aktivitat, die in phosphoryliertem Zustand den G2Kdntrollpunkt arretiert halt.
CDC25C kann die Cdk2 dephosphorylieren und aktiveey den Cdk2/CyklinB-
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Komplex, der die Mitose schlie3lich initiiert. DN8ehaden fiilhren entweder durch
CHEK1- bzw. CHEK2-vermittelte Phosphorylierung #trezur Hemmung von
CDC25C, oder sie fuhren zur Bindung von CDC25C as t4-3-3-Protein, das den
Ubertritt von CDC25C in den Zellkern verhindert. ndb wird die Cdk2 nicht
dephosphoryliert und der Zellzyklus bleibt arrdtiggiehe Abb.11). BRCAL ist dabei
essentiell fur die Aktivierung der CHEK1 und inderzi die Expression des 14-3-3-
Proteins und der Weel-Kinase (Yarden et al., 2002).

Recht selten wurde BRCA1 im Zusammenhang mit amd&eparaturmechanismen
wie der Nukleotidexzisionsreparatur beschrieben. I8ubtyp der globalen
Genomreparatur fungiert BRCA1, unabhangig von 8, Transkriptionsfaktor zur
Steigerung der Expression der Gene XPC, DDB2 un®4% (Harkin et al., 1999;
Hartman und Ford, 2002).

Die wohl wichtigste Aufgabe von BRCA1l besteht inrd®eparatur von

Doppelstrangbriichen durch Rekombinationsrepard®iR(). Erste Hinweise darauf
ergab die beobachtete Kolokalisation von BRCA1 RRD51 wahrend der Mitose

(Scully et al., 1997). In vitro untersuchte BRCAdfdiente Stammzellen von
Mausembryonen verloren die Fahigkeit, Doppelstraingie korrekt zu reparieren
(Moynahan et al., 1999, 2001).

In der Homologen Rekombination interagiert BRCAX RAD51 und BRCA2 (Jasin,

2002). Es ist indirekt erforderlich fir die Fornmati des RADS51-Filaments

(Bhattacharyya et al., 2000), indem es dazu vogélemd BRCA2 rekrutiert (Powell et
al., 2002; Valerie und Povirk, 2003).

Der MRN-Komplex kénnte eine Rolle spielen, um festdprene Replikationsgabeln zu
l6sen (Pichierri und Franchitto, 2004). BRCA1 wumsammen mit MRE11 an DNA-
Bruchstellen lokalisiert. Es ist in der Lage, dieilddase zu inhibieren und somit
indirekt Einfluss darauf zu nehmen, welchen WegZk#e nach einer Beschadigung
einschlagen wird (Zhong et al., 1999; Wang et24lQ0; Paull et al., 2001; Zhang et al.,
2004). Interessanterweise wurde BRCA1 ebenso miD30A einem zweiten Protein
des MRN-Komplexes, assoziiert aufgefunden. Es sthals rekrutiere BRCA1 den
MRN-Komplex unabhangig von RAD51 an die gebroch&A-Stelle (Maser et

al.,1997). Dies deckt sich mit der Beobachtung,sdiasi Fehlern in der RAD51-
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vermittelten HR die Reparatur von Doppelstrangbeischiber den RAD51-
unabhangigen und aul3erst fehleranfalligen Weg 8ésdeht ( Stark et al., 2004).

Das SSA wird nicht sehr haufig in Gl-arretierterllete gefunden (Al-Minawi et al.,
2008). Die dafur benétigten komplementaren Einzitgte machen diesen Weg sehr
mutationsanfallig, da das S&ugergenom ungefahiHalite aus sich wiederholenden
Sequenzen besteht (International Human Genome BeiggeConsortium, 2001; Elliott
et al., 2005). BRCA1 scheint auch in ZusammenangitBARD1 in einem friihen
gemeinsamen Schritt der HR und der SSA die Resektier Einzelstrange zu
unterstitzen (Stark et al., 2004).

Fur eine Beteiligung von BRCAl bei der NHEJ ergelmoh widersprichliche
Aussagen. Manche Autoren halten es fur sehr unwhéirdich, dass BRCAL, wie auch
BRCA2, darin eine Funktion Gbernimmt (Wang et 2001) oder es wird bezweifelt,
dass dieser Reparaturweg in erblichem sowie inasligehem Brustkrebs defekt ist
(Mérel et al., 2002). Moglicherweise ist die Aufgalles Proteins von verschiedenen
Subtypen des NHEJ abhéngig. Dann prazisiert BRG&iLAblauf des NHEJ durch die
Wahl des Subtyps, indem der gewdhnlich fehleragklimikrohomologieabhangige
NHEJ zu Gunsten weniger anfalliger NHEJ unterdriektd (Wang et al., 2006;
Zhuang et al., 2006). Die Idee mehrerer NHEJ wurttermauert durch die Entdeckung
verschiedener biochemischer Muster in verschiedensmnschlichen Zellen in
Abhangigkeit von der Komplexitat der Doppelstrarigihre (Smith et al., 2001).

2.1.2. BRCA2 (Breast cancer susceptibility-Gen 2)

2.1.2.1. Klinik

Monoallele Mutationen in BRCA2 fuhren wie bei BRCAirch LOH zu einem hohen
Risiko fur die Entstehung von Brustkrebs und/odefatialkarzinomen, jedoch mit
einem Uberreprasentierten Anteil an méannlichen dfken und an Malignomen der
Prostata (RR=7,33 flir Manner jlunger als 65 JahRs465 fir Méanner alter als 64
Jahre). Das relative Risiko fur Mammakarzinome sk um etwa das 3- oder 10- bis
20-fache. Ein meist geringeres Risiko besteht fitteae assoziierte Krebsarten wie die
der Gallenblase und der Gallengdnge (RR=4,97)Pde&reas (RR=3,51), des Magens
(RR=2,59) und des malignen Melanoms (RR=2,58). Dekenszeitrisiko, mit 70
Lebensjahren erkrankt zu sein, ist stark abhangiy sler Population und betragt
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zwischen 26% und 84% fur Frauen und 6,3% fur Manbas Risiko fur Ovarialkrebs
liegt bei 20-27% (Easton et al., 1997; Breast Cahagkage Consortium, 1994, 1998,
1999; Satagopan et al., 2001; Stratton und Rah2tg).

In erblichen BRCA1/2-assoziierten Tumoren werdest fmmer LOH in BRCA1 und

BRCA2 gefunden (Honrado et al., 2005). In sporduwscBrustkrebsféllen ist BRCA2
wie BRCAL sehr selten mutiert (Teng et al., 1996).

Ahnlich wie in BRCALl-assoziierten Mammakarzinomentauscheiden sich diese
Tumore morphologisch und molekular von sporadischBnustkrebs und von
BRCA1/2-negativen Tumoren. Sie haben fur gewohniich ,,Grading® Grad 2/3,
neigen jedoch dazu, Ostrogen- und Progesteron@eepizu exprimieren. Cyclin D1
und p27 wird ebenfalls vermehrt gebildet. BRCAl&jative Tumore &hneln
phanotypisch denen von BRCAZ2, haben jedoch noch garningeres ,Grading”
(Honrado et al., 2005).

2.1.2.2. Genetik

BRCAZ2 ist das zweite Gen, das hauptursachlichdinilfaren Brustkrebs pradisponiert.
Es wurde kurz nach BRCA1 auf Chromosom 13q12-13lislert (Wooster et al.,
1994). Es ist 10,254 kb lang und beinhaltet 27 Exambei Exon 10 und 11 zusammen
etwa 60% der kodierenden Region bilden (Welcsh.e2@00). BRCA2 kodiert fir ein
3418 AS groRRes nukleares Protein (siehe Abb.6yiEkin vielen Geweben exprimiert
und in der S-Phase des Zellzyklus akkumuliert (gheinal., 1998b).

Exon 3 des N-Terminus enthalt 2 Regionen, die m @ranskriptions-Aktivierung
involviert sind (AS 290-453) (Fuks et al., 1998R@A2 reguliert die Transkription,
indem es mit dem Koaktivator-Protein P/CAF inteeayi Durch dessen
Acetyltransferaseaktivitat konnen dementsprecheistbr-Proteine modifiziert werden
(Fuks et al., 1998). N-terminal befinden sich aGcRhosphorylierungsstellen fiir die
Polo-like-Kinase 1 (PLK1). Diese sind in der Mitokgperphosphoryliert und beim
Ubertritt in die Interphase hypophosphoryliert. Zallen, die mit DNA-schadigenden
Agentien behandelt wurden, sind diese Phosphouylgsreaktionen nicht zu
beobachten (Lin et al., 2003).
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Im Exon 11 sind 8 hochkonservierte BRC-, repeatsthalten, davon interagieren
BRC1-4, BRC7 und BRCS8 direkt mit RAD51 (Bignelladt, 1997; Wong et al., 1997).
BRC3 und BRC4 sind in die Formation des RAD51-Naogi®teinfilamentes nach
Einzelstrangbrichen involviert (Davies et al., 2004 dieser Region befindet sich auch
ein 3,3 kb langer Bereich, der ,ovarian cancerteltisRegion (OCCR) genannt wurde.
Mutationen in OCCR sind assoziiert mit einem sigait hoheren Risiko fur
Ovarialkrebs (RR=1,88) und einem geringeren Ri$ikdrustkrebs (RR=0,63) (Breast
Cancer Linkage Consortium, 2001).

C-terminal im Exon 26 befindet sich eine weitere BRA-Bindungsstelle (AS 3273-
3309) und eine NLS (Morimatsu et al., 1998). Ebksnizber C-terminale Stellen in den
Exons 14-24 interagiert BRCA2 mit BCGiPeinem Protein, das Brustkrebszellen am
Wachstum hindern kann und BRCA2 als Kofaktor digni et al., 2001).

PLK1

VNN

193 203 205 206 207

P P P P P OCCR-Regio BCCIRx NLS
1 é 2 l3-4 l5-6l ! L 341t
P/CAF 8 BRC-Doméanen DBD RAD51

Abb.6: Fir die DNA-Reparatur wichtige funktionelBoméanen in BRCA2. BCClP (BRCA and
CDKN1A interacting-Protein), DBD (DNA/DSS1-bindiigeméne), NLS (nuclear localization-Signal),
OCCR (ovarian cancer cluster-Region), P/CAF (p38®/&ssociated-Faktor), PLK1 (polo-like-

Kinase 1) (Literaturquellen siehe Text).

Die haufigsten genomischen Veranderungen sind 24 Wnlagerungen. Deletionen
und Duplikationen werden ebenso detektiert (Walshale 2006). 85% all dieser
genetischen Alterationen bedingen Leserastermugtiooder Unsinnmutationen.
Daraus resultiert ein unreifes oder trunkiertestivas Protein (Struewing et al., 1995).
Die verschiedenen Mutationsarten hangen wiederdeorethischen und geographischen
Zugehdrigkeit ab. Die fur BRCA2 typische Deletionisland ist 999del5 (Thorlacius et
al., 1998) und die in der Population der Ashkedamen ist 6174delT (Struewing et al.,

22



Ergebnis

1997). Die Heterozygotenfrequenz ist wie bei BRGAdund liegt bei durchschnittlich
0,18% (Anglian Breast Cancer Study Group, 2000).

2.1.2.3. Biologische Funktion

BRCA2 ist ein Tumorsuppressorgen (Collins et a8099). Durch seine Bindung von
RAD51 iber die NLS geleitet BRCA2 RAD51 in den Xelin an die Stellen
gebrochener DNA (Davies et al., 2001). Polypeptide BRC-Doméane regulieren den
Auf- und Abbau des RADS51-Nukleoproteinfilaments.nfglne BRC-Polypeptide
vermogen eventuell durch den Mechanismus des miakekuMimikry in das RAD51-
Filament einzudringen und dieses zu rupturieren: Befbau wird wahrscheinlich
durch ein kompliziertes Zusammenspiel einzelner BRG/peptide und der DBD
(DNA/DSS1-binding-Doméane)  reguliert und dadurch  dewnkontrollierte
Selbstzusammenbau mehrerer RAD51-Monomere verhi{Mean et al., 1999; Davies
et al., 2001; Galkin et al., 2005).

FUr die Funktion von BRCAZ2 ist ein Zusammenspiet MSS1 (deleted in split
hand/split foot-Protein 1) erforderlich. DSS1 igt @ochkonserviertes Protein aus 70
AS und vermag BRCA2 an der C-terminalen DBD zu émcdEs sorgt dafir, dass der
BRCA2/RAD51-Komplex an die zu reparierende DNA-Btgjelangt (Gudmundsdottir
et al., 2004). Es ist fur ein funktionierendes BRCd&ssentiell, da dessen Stabilitat von
DSS1 abhéngig ist (Li et al., 2006).

Weiterhin ist BRCA2 in der Lage, mit TP53 Komplexa bilden und seine
Transkriptionsaktivitat zu inhibieren (Marmorsteihal., 1998). In der Literatur finden
sich Hinweise darauf, dass Mutationen in TP53 eatwendiger Schritt in der
Tumorgenese BRCA-mutierter Brusttumoren ist (Geetattir et al., 1998).

BRCA2 ist auch in die Regulation des Zellzyklus imviblviert. Ein Bereich von
BRCAZ2, der die BRC6, 7 und 8 enthalt, vermag dageir BRAF35 zu binden, das
ebenfalls an Strukturen beschéadigter DNA zu findeiiMarmorstein et al., 2001). Der
C-Terminus von BRCA2 interagiert tber eine Phosglienungsreaktion mit BUBR1,
einem Protein des Mitosespindelapparats, was eintgvifidung von BRCA2 am
Mitose-Kontrollpunkt impliziert (Futamura et al.0@0). BRCA2-defiziente Zellen, die
Mutationen in BUBR1 aufweisen, sind nicht mehr iaer dage, den Zellzyklus zu

stoppen und transformieren neoplastisch (Lee ef &P99). Auch wurden
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Zentrosomenamplifikationen und abnormale MikronuKrmationen als Ausloser von

Chromosomeninstabilitdten beobachtet (Tutt etl@09).

2.1.3. TP53 (Tumorsuppressorgen 53)

2.1.3.1. Klinik

Keimbahnmutationen in dem Gen TP53 fuhren zum BRreni-Syndrom (LFS), einer
seltenen, autosomal dominant vererbten Pradispositiereits in jungen Jahren an
Weichteil- und Osteosarkomen, an Leukamien und @&mschiedenen anderen
Karzinomen wie denen der Brust, des Gehirns und\Naéennierenrinde zu erkranken
(Malkin, 1998; Nichols et al., 2001). Das LFS wuetstmals 1969 beschrieben, als bei
Geschwistern und Cousinen in 4 Familien im Kindesagehauft Weichteiltumore
auftraten (Li und Fraumeni, 1969). In LFS-Familiewurden in 50-70%
Keimbahnmutationen in TP53 nachgewiesen (Birchlet1894; Varley, 2003). Das
Lebenszeitrisiko fur diese Patienten, an Krebs rkuaaeken, betragt im Alter von 30
Jahren bereits 50%, mit 70 Jahren sind es 90% 1BB0). Interessanterweise
unterscheiden sich die Malignome in LFS-Patienten denen sporadischer Tumore
nicht (Garber und Offit, 2005).

Die Diagnose wird klinisch gestellt und ein klashiss LFS liegt vor, wenn alle 3 dieser
Kriterien erfillt sind: 1. Der betroffene Patienttwickelte vor seinem 45. Lebensjahr
ein Sarkom. 2. Bei einem Verwandten ersten Gradeslewor dessen 45. Lebensjahr
ein beliebiger Tumor diagnostiziert. 3. Zusatzlicht ein Verwandter ersten oder
zweiten Grades ebenfalls vor seinem 45. Lebensjaheinem beliebigen Karzinom
oder im Laufe seines Lebens an einem Sarkom erk(ané&t al., 1988).

Immer mehr Familien wurden identifiziert, die zwainige der geforderten Kriterien
eines LFS erflllten, jedoch nicht alle. Seit eimigeit wird deshalb eine weitere Form
unterschieden, das Li-Fraumeni-like-Syndrom (LARys LFL ist charakterisiert durch
zusatzliche assoziierte Tumore. Dadurch stellt @s sehr gemischtes Bild
verschiedenster Krebserkrankungen dar. Eine Keimbakation in TP53 kann in 30%
der betroffenen Familien identifiziert werden (\é&y] 2003).

Das Genprodukt von TP53 ist in einer Tumorzellefalgind héaufig in seiner
Funktionalitat eingeschrankt. In 40-50% aller hueralrebsarten werden Mutationen

in diesem Gen gefunden (www-p53.iarc.fr/). In husramMammakarzinomen sind in
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20-40% ebenfalls Mutationen in TP53 nachweisbaill@=et al., 1994; Greenblatt et al.,
1996). In familiaren Brustkrebstumoren werden TR&3nbahnmutationen jedoch nur
ausgesprochen selten bis gar nicht gefunden. DieatMushaufigkeiten liegen dabei
zwischen 0 und 2,5% (Bgrresen et al., 1992; Camlal., 1997; Balz et al., 2002). Sie
sind abhangig von der geographischen Lage der Ropuén (Bgrresen et al., 1992;
Lalloo et al., 2003) und von der Art des familiaddammakarzinoms (Marchetti et al.,
1993). Das relative Risiko, ein Malignom der Brasatentwickeln, betragt das 10- bis

20-fache gegeniuber gesunden Gentragern (StrattbRainman, 2008).

2.1.3.2. Genetik

Das 393 AS grof3e Protein p53, benannt nach seiramic@t von 53 kDa, wurde 1979

von David Lane und Arnold Levine unabhéngig vonede entdeckt (Lane und

Crawford, 1979; Linzer und Levine, 1979). Das Tusumpressorgen TP53 wurde auf
dem Chromosom 17912 lokalisiert (Donehower und Bsgdl993). Es besteht aus 11
Exons, wobei Exon 1 nicht translatiert wird.

Das p53 wird als ,Wachter des Genoms" bezeichreegsdnach einer DNA-Schadigung
die Rolle des Koordinators Ubernimmt. In seinerat@eren Form kontrolliert es die

Expression von Effektorgenen, die am Zellzyklus,dan Apoptose und an der DNA-

Reparatur direkt beteiligt sind (Lane, 1992).

ATM, ATR CHEK2

v oy

15 2C

P P PP P PP P

DNAflungs-Domane Ol isier
1 I —————_—. 5
Transaktivierung -35"-Exonuklease urzsfieche
DNA-Bindung

Abb.7: Fur die DNA-Reparatur wichtige funktionel®manen in p53 (Literaturquellen siehe Text).

Es lassen sich 4 funktionell verschiedene Domamearscheiden. Die N-terminalen 42
AS sind hoch konserviert und wirken aktivierend adie Transkription der

entsprechenden Zielgene. Die AS 102-292 umfassen ebdenfalls hoch konservierte
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DNA-bindende Region und eine-35"-Exonukleaseaktivitat (Mummenbrauer et al.,
1996). Am C-Terminus befindet sich eine sogenandt@omerisierungsdomane,

welche eine Tetramerisierung des Proteins ermdgli€rer &ufRRerste C-terminale
Bereich beinhaltet eine weitere DNA-bindende Doméiwe die Funktion des zentralen
Bereichs kontrollieren kann (Lane, 1992; Harms let 2004; Weinberg et al., 2004,

Laptenko und Prives, 2006) (siehe Abb.7).
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Abb.8: Stammbaum einer von ,early-onset‘-Brustkrélesroffenen Familie mit LFS (modifiziert nach

Bgrresen et al., 1992).

Das Spektrum hereditarer Mutationen gleicht dem amther Mutationen. Sie sind
Uber das gesamte Gen verteilt mit einer Anhaufung der zentralen DNA-
Bindungsdoméane. Im Gegensatz zu anderen Tumorssggogenen sind dies in TP53
zu etwa 80% ,missense”-Punktmutationen (Liu und rCh&006). Zu 90% sind die
vorherrschenden Mutationsereignisse  Substitutionsmgularer  Pyrimidinbasen
(GC—AT-Transitionen), die zum Austausch einer einzelAéhfihren (Soussi et al.,
2006). Die besonders oft auftretenden Punktmutati®ind an den AS-Positionen 175,
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245, 248 und 273 lokalisiert. Diese ,hotspot‘“-Mutaen sind haufiger in
Keimbahnmutationen nachweisbar als in somatischatafibnen (Varley et al., 1997,
Olivier et al., 2002). Barresen et al. identifizear 1992 eine Keimbahnmutation an der
»hotspot“-Paosition 245 in Exon 7 (GGEAGC / Gly—Ser) in einer von ,early-onset"-
Brustkrebs betroffenen Familie mit LFS (siehe Abb.8

2.1.3.3. Biologische Funktion

DNA-Schadet Hvboxie
| \\ P Zwischenprodukte
ROS v l der DNA-ReparatL
IR
r/ Zwischenprodukte
_ L der Rekombinatic
Mdm2 N
CHEK . A
|nstab|
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Abbat

Zyklusarres DNA-Reparatt  Apoptost Angiogenese-

‘ Inhibition
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Abb.9: Die zentrale Stellung des p53-Proteins zbeftwachung der genomischen Integritat. p53 wird
durch das Protein Mdm2 destabilisiert und kann laliefl8end ubiquitiniert und abgebaut werden.
Verschiedene Stresssignale fuhren zur DegradatorMdm?2 und indirekt zur Stabilisierung von p53. Je
nach Art des Reizes tragt eine Phosphorylierung p&s# durch die Kinasen ATM, ATR, CHEK2 oder

CHEK1 zu dessen Stabilisierung bei. Erhohte Lewel die Aktivierung des Schutzproteins resultieren i

der Induktion von Zielgenen wie p21, BAX, RRM2B uBdDB2. Die Mdm2-Level selbst werden Uber

dessen Transkription durch p53 negativ-regulierineElnaktivierung von p53 bedeutet fir eine
Tumorzelle einen wesentlichen Selektionsvorteilndia et al., 2000; Ford, 2005; Levine et al., 2006)

Die Hauptaufgabe von p53 ist die zellulare Steugramer geschadigten Zelle zur

Wahrung dessen genomischer Integritat. Abhé&ngigdemArt der DNA-Schéadigung
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wird das Protein Uber verschiedene unabhangigeabvgge aktiviert (Vogelstein et al.,
2000; Levine et al., 2006). Dessen Stabilitat urtivitat wird posttranslational durch
Phosphorylierung, Ubiquitinierung, Acetylierung od@umoylierung modifiziert (Liu

und Chen, 2006).

Das Genprodukt des DNA-Reparaturgens TP53 tritt seihen Zielproteinen selten
direkt in Kontakt, meist agiert es als aktivierend®der reprimierender
Transkriptionsfaktor. Uber Aktivierung zellzyklusibierender Gene wie p21, 14-3-3
oder GADD45 oder Uber die Promotoren-Repression gehzyklusaktivierenden

Genen wie ZyklinA, ZyklinB1 oder CDK1 wird die bésidigte Zelle in den

Kontrollpunkten G1/S oder G2/M arretiert (Guillogt al., 1995; Malkin, 1998;
Laptenko und Prives, 2006). Das vermutlich wichiggielgen von p53 zur Induktion
der Apoptose ist BAX (Malkin, 1998). Wie sich gegtehat, aktiviert TP53 weitere
DNA-Reparaturgene wie das Ribonukleotid-Reduktasa-®@53R2 (Tanaka et al.,
2000) oder DDB2 (Ford, 2005). Abbildung 9 verdeallidie zentrale Funktion von p53

als Koordinator der Zelle.

Wichtigstes Steuerungselement von p53 ist die Bigdan die DNA zur Austbung
seiner Tatigkeit als sequenzspezifischer Transknpfaktor. Die meisten Mutationen
bedingen einen ,loss-of-funktion“-Effekt, namlichedSynthese eines stabilen normal
grof3en Proteins, das jedoch seine spezifischenifungtlen Eigenschaften verloren hat.
Die hotspot-Mutationen 175, 245, 248 und 273 liegaemerhalb der zentralen DNA-
Bindungsdoméane und fuhren zum Verlust seiner sgebi#n DNA-Bindungsfunktion
und somit zum Verlust der genomischen StabilitauéSi und Beroud, 2001).

Vor kurzem wurde ein ,gain-of-funktion”-Effekt besteben, der TP53 eine mdgliche
Rolle als Onkogen zuweist. Dabei zeigte die MutatiR175H ein erhohtes
Metastasierungspotential und einen gesteigertelifé?adions- und Transformationgrad
(Lang et al., 2004). CD95 beispielsweise ist eiotétn, das an der Induktion der
Apoptose bei DNA-Schadigung beteiligt ist, und @essTranskription durch p53
gesteuert wird. Es konnte gezeigt werden, dassentesi p53 unphysiologisch an den
Promotor des Apoptose-Proteins CD95 binden kanrduizé wird seine Aktivitat
herunterreguliert und die geschadigte Zelle wichhimehr in die Apoptose geleitet und

entartet maligne (Zalcenstein et al., 2003).
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2.2. DNA-Reparaturgene mit niedriger Penetranz

Beispiele fir DNA-Reparaturgene, die fir ein geesg lLebenszeitrisiko zur
Entwicklung eines Mammakarzinoms pradisponierend slie Gene ATM, CHEK2,

NBS1 und die Fanconi-Andmie-Gene. Biallele Trageonfozygot oder compound
heterozygot) von Mutationen in diesen Genen erleanlan seltenen rezessiven
Brustkrebs-Syndromen oder brustkrebsassoziierteebssyndromen. Heterozygote
Trager dieser seltenen Mutationen weisen wahresddegin erhthtes Risiko fir

familiaren Brustkrebs auf (Szpirer und Szpirer, 200

2.2.1. CHEK2 (Checkpoint-Kinase 2)

2.2.1.1. Klinik

Bell et al. entdeckten 1999 in LFS- und LFL-Fammli& Keimbahnmutationen in dem
DNA-Reparaturgen CHEK2 (Bell et al., 1999). Die Rolvon CHEK2 als
Pradispositionsgen fir diese Familien wurde jedbafterfragt, nachdem 2 dieser
Varianten, die Mutationen 1100delC und I1157T, iru®krebsfamilien und auch in
Gesunden entdeckt wurden (Allinen et al., 2001; t¥iasto et al., 2001). Aktuelle
Untersuchungen stellen die These auf, dass eirh@hdrisiko zur Entwicklung von
Karzinomen in Familien mit ver&ndertem CHEK?2 au$s@ftich fir Brustkrebs besteht
(Evans et al., 2008; Offit und Garber, 2008).

Auf der anderen Seite wurde nachgewiesen, dasseifragn CHEK2-Varianten
ebenfalls ein erhdhtes Risiko fur Prostatakarzinom8childdriisen- und
Nierenkarzinome haben (Cybulski et al.,, 2004). Eerhohtes kolorektales
Karzinomrisiko wird derzeit kontrovers diskutief@ybulski et al., 2004; Kilpivaara et
al., 2006).

Far Familien mit Brustkrebs besteht ein 3- bis &ifaerhdohtes Risiko. Das
Lebenszeitrisiko mit 70 Jahren erkrankt zu seiagtlifir heterozygote Tréager der
CHEK2 Mutation 1100delC bei 37% (Weischer et @008).

Brusttumore von ,early-onset“-Patientinnen mit \fetérungen im CHEK2-Allel sind
uberwiegend  Ostrogenrezeptor-positiv.  und  Uberptapwal  haufig  mit
multizentrischem Erscheinungsbild oder haben eotaulére Histologie. Insgesamt
betrachtet besitzen sie jedoch im Vergleich zu theteditiren Tumoren keine
charakteristische Signatur (Cybulski et al., 208¢hmidt et al., 2007).
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2.2.1.2. Genetik

Das Tumorsuppressorgen CHEK?2 ist auf Chromosom22Rikhlisiert. Seine 14 Exons
sind Uber 50 kb genomischer DNA verteilt und koelefiir ein 543 AS grol3es Protein
(Matsuoka et al., 1998).

ATM,ATR
% vy %
- lle157Thi 1100del¢ S > >3
P PP P
1 54z
SQ/TQ FHA Kinase-Domane

Abb.10: Fiur die DNA-Reparatur wichtige funktioneldmmanen in CHEK2. FHA (forkhead-assoziierte
Domaéne), SQ/TQ-Cluster-Doméne (Serin/Glutamin- Oideonin/Glutamin-reiche Region) (Literatur-

quellen siehe Text).

Das Protein besitzt 3 konservierte funktionelle Boen (siehe Abb.10). Im N-
Terminus (AS 20-75) befindet sich ein regulatoresciBereich mit 7 Paaren von
Serin/Glutamin und Threonin/Glutamin (SQ/TQ). DNApelstrangbriche, durch
ionisierende Strahlung oder andere genotoxischeadden, bewirken eine direkte
Aktivierung von CHEK2 durch die ATM-vermittelte Péghorylierung der AS dieser
SQ/TQ-Cluster-Domane (SCD). Die wichtigste Bindwsighe dabei ist Threonin 68.
DNA-Schaden durch UV-Exposition und Blockaden deplikationsgabeln induzieren
eine Phosphorylierung durch ATR an den Threonin@rued 26, sowie am Serin 50
(Matsuoka et al., 2000; Bartek et al., 2001; Kastath Bartek, 2004).

Relativ zentral beherbergt das Protein eine ,foskhassoziierte® Domane (FHA) fur
verschiedene Protein-Protein-Interaktionen (AS 172). Damit bindet die Kinase
andere Phosphothreonin-Reste zur eigenen Aktivierund zur Weiterleitung von
Signalen (Li et al., 2002).

Eine groRe Domaéane fir seine Kinase-Funktion sowveeRere Paare SQ/TQ und ein
Aktivierungs-Loop befinden sich am C-terminalen E4S 225-490) (Matsuoka et al.,
1998).
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Das Genprodukt von CHEK2 ist ein stabiles Nukletgig das in den meisten
Geweben exprimiert wird (Matsuoka et al.,, 1998; asiket al., 2001). Defekte Iin
CHEK2 fuhren entweder zum Expressionsverlust oder 3chwachung seiner
Signalfunktion. Mutationen in der SQ/TQ-Cluster-Dime verhindern eine adaquate
Aktivierung der Kinase durch ATM. Veranderungen der FHA untergraben die

Protein-Protein-Interaktionen mit seinen Substratenp53, BRCA1 und den CDC25-
Phosphatasen. Veradnderungen in der Kinasedomaneenfilzum Verlust der

katalytischen Aktivitat (Falck et al., 2001; Liat, 2002).

Die haufigsten CHEK2-Keimbahnmutationen, die fUugkrebs pradisponieren, sind
die proteintrunkierende Deletion 1100delC im Exdh der Kinasedomane und die
.missense“-Mutation 1le157Thr (470T>C) im Exon 3rdeHA-Doméne. Somatische

Mutationen in CHEK2 wurden zwar in vielen Krebsf@mgefunden, diese sind in
Mammakarzinomzellen jedoch relativ selten (0,2%ill{&n et al., 2002).

Die llel57Thr-Variante wurde in Mammakarzinom-Patg® mit und ohne familiarem

Hintergrund und in LFS-Familien detektiert (Allinezt al., 2001; Vahteristo et al.,

2001). Das Protein der Mutante ist stabil, jedosh deren Expression erniedrigt
(Kilpivaara et al., 2005).

CHEK2-1100delC ist nicht selten mit einem kompletiexpressionsverlust verbunden
oder sie fuhrt zu einem instabilen Protein (Valsteret al., 2002).

Die Mutationshaufigkeit in der Normalpopulation igeographisch ausgesprochen
variabel. Wahrend in Populationen auf3erhalb Nordi @steuropas die Variante zum
grofdten Teil Uberhaupt nicht vertreten ist (Weische al., 2008), findet man die

hochsten Mutationsfrequenzen in Finnland (1,1-1,444J in den Niederlanden (1,3-
1,6%). In Deutschland ist 1100delC zu 0,6-1,0% wnatsbar (CHEK2 Breast Cancer
Case-Controle Consortium, 2004). Die Pravalenzedibtutation in Brustkrebsfamilien

betragt in Finnland 2,5% (Kilpivaara et al., 2008)den Niederlanden 4% (Schmidt et
al., 2007) und in Deutschland 2,3% (Rashid e2805).

Der prozentuale Anteil von 1100delC in der Popaolatder Ashkenazi-Juden betragt
0,3%. Im Vergleich zu anderen ethnischen Gruppestebe jedoch kein Unterschied
(Offit et al., 2003).
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2.2.1.3. Biologische Funktion

Die Kinase CHEK2 ubernimmt in proliferierenden sewi nichtproliferierenden Zellen
eine zentrale Rolle zur Stabilisierung der genohescintegritat (Bartek et al., 2001).
Nach Schéadigungen an der DNA oder bei Blockierumg Replikation greift es

regulierend in den Zellzyklus ein oder stimuliente#lt die DNA-Reparatur (Lee et al.,
2000; Matsuoka et al., 2000; Lukas et al., 2001g Ditiale Phosphorylierung der
SQ/TQ-Cluster-Domane durch ATM induziert eine Homuefisation, ebenso wie eine
Phosphorylierung der Threonine 383 und 387 desirshitotorischen Loops und des
Serins 516 der Kinase-Domane. Dies fuhrt zur Akteng von CHEK2 und zur
Verbreitung des Alarmsignals innerhalb des Zellkdtrukas et al., 2003).

Aktiviertes CHEK2 vermittelt eine Arretierung in €8, indem es das p53-Protein am
Serin 20 phosphoryliert und somit die Dissoziatm Protein Mdm2 unterstitzt
(Chehab et al., 2000). Fur eine normale Regulaties Zellzyklus bindet das Mdm2
unphosphoryliertes p53, das dadurch instabil wird iber Ubiquitinierungsreaktionen
abgebaut werden kann. Geringe Mengen an p53 inZede bedeuten weniger
transkriptionelle Aktivierung von apoptose- undlzgtlusstopinduzierenden Proteinen
wie p21 und BAX. Durch die posttranslationale PHhasplierung von p53 durch
Kinasen wie ATM und CHEK2 wird die Degradation vpb3 verhindert und das
Protein kann seine tumorprotektive Wirkung entfaltén vivo erhoht CHEK2 die
Stabilitat von p53 nach Schadigungen an der DNAmDant-negative CHEK2-
Mutanten hingegen zeigen weder eine Phosphorylievon p53 an Serin 20, noch eine
p53-Stabilisierung (Chehab et al., 2000).

Der G2/M-Kontrollpunkt wird von CHEK2 ber die Plpborylierung einer CDC25-
Phosphatase Uberwacht. Durch die Phosphataktigemind in der Phosphatase
CDC25C eine Bindungsstelle fur das Protein 14-3r8iekt, und dessen Bindung
verhindert die Dephosphorylierung der Cyklin-abhgag Kinase 2 (Cdk2). Weiterhin
kann durch die Anknipfung eines Phosphatrestes eam 216 der CDC25C die
Phosphatase auch direkt negativ reguliert werdés.PAosphatdonator fungiert dabei
neben CHEK2 auch CHEK1. Die Zelle kann in beidetieRanicht in die Mitose
eintreten (Matsuoka et al., 1998; Chehab et a002(siehe Abb.11).

32



Ergebnis

Protein 14-3-3

P |

P
CHEK% CDC25% Cdk2 T ——————— - Zellzyklus-STOR
CHEK CDC25 v/ Cdk2 ——————- - Induktion Mitos

P

© S.Gerlinge

Abb.11: Vereinfachte Darstellung CHEK2-abhangigao$phorylierungsreaktionen zur Regulation des
Zellzyklus. Blaue Markierungen verdeutlichen diemale Situation in einer Zelle.

Am Intra-S-Phase-Kontrollpunkt werden Schaden an¥A von CHEK2 uber die
Phosphorylierung der Phosphatase CDC25A reguhicht phosphoryliertes CDC25A
ist in der Lage, die Cdk2 durch Dephosphorylierumg aktivieren. In dieser Form
begleitet Cdk2 die Fortsetzung der DNA-Synthese.phosphoryliertem Zustand
moderiert die Kinase jedoch die Arretierung der DR&plikation.

Eine Schadigung der DNA durch ionisierende Straplimduziert die Degradierung von
CDC25A durch dessen Phosphorylierung am Serin 128hdCHEK2 (Falck et al.,
2001). Die nachfolgend ausbleibende Dephosphowyigervon Cdk2 bewirkt den
Zellzyklusstop. CHEK2 in Tumoren hat seine Kinase@idt und seine
Bindungsfahigkeit an CDC25A verloren. Die Expreassolcher CHEK2-Allele erhéht
die Menge an CDC25A und nachfolgend die der Cdk&.Unmittelbare Folge ist eine
fehlende Unterdriickung fehlerhafter DNA-Replikati@ie Zelle geht beschadigt in die
Mitose (Falck et al., 2001) (siehe Abb.12).

P

P
CHEK% CDc:zsIAx Cdk2 ———-———- ~  Zellzyklus-STOP
CHEKZ ¥/ cDCc25A¢ ? cdk2l ——————- ~  Induktion Mitose

P

© S.Gerlinge

Abb.12: Vereinfachte Darstellung CHEK2-abhangigaosphorylierungsreaktionen zur Regulation des
Zellzyklus. Rote Markierungen verdeutlichen diau&tton in Tumorzellen.

CHEK2 kann nach einem erlittenen DNA-Schaden miCBR in Kontakt treten. Die

Kinase ist neben ATM und ATR die dritte wichtige nidse. Die Interaktion von
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BRCA1 mit CHEK2 wird durch dessen Phosphorylieruaign Serin 988 wieder
aufgelost. Die unterschiedlichen Effekte dieser dphorylierungsreaktionen bedurfen

weiterer Forschungen (Lee at al., 2000).

2.2.2. ATM (Ataxia telangiectasia mutated)

2.2.2.1. Klinik

Ataxia teleangiektatica (AT) ist eine seltene Symtekrankung. Das ihr zugrunde
liegende mutierte DNA-Reparaturgen ist ATM (atatakngiectasia mutated). Es wird
autosomal rezessiv vererbt. Etwa 0,5-1% der Bevuiig sind gesunde heterozygote
Trager einer ATM-Mutation und klinisch unauffalligciner jedoch von 40.000 bis
300.000 Neugeborenen der kaukasischen Welt idelgalTrager (fur das defekte Gen
homozygot oder compound heterozygot) und erkra8itif¢ et al., 1986; Savitsky et
al., 1995).

Die ersten Symptome treten bereits um das 2.-3erghbhr auf. Kennzeichnend sind
eine progressive zerebellare Ataxie, okulomotogsd&praxie, Teleangiektasien im
Gesicht und der Bindehaut, verminderte Immunkomyze@urch einen T-Zelldefekt,
ein allgemeiner physischer und psychischer Entwinggriickstand, sowie eine erhohte
Anfalligkeit gegentber ionisierender Strahlung (l€ayind Byrd, 2005). Das Risiko fur
maligne Entartungen ist im Vergleich zur Normalbkedung um das 100-fache erhoht.
Dies sind vor allem Leukdmien und Lymphome im Kisaleer. Wird, was selten
geschieht, das Erwachsenenalter erreicht, stehérekgle Tumore wie Brustkrebs im
Vordergrund (Morrell et al., 1986).

Familienanalysen verdeutlichen, dass monoalleleakuistrager ein erhdhtes Risiko
fur Brustkrebs aufweisen. In AT-Familien haben Jielie Verwandte ein 2- bis 5-fach
erhohtes Risiko, an Brustkrebs zu erkranken (Setifal., 1987; Thompson D et al.,
2005). In Brustkrebsfamilien betragt das relativisik® (RR) fur monoallele ATM-
Mutationstrager 2,37 und die Mutationsfrequenz & gRenwick et al., 2006).

2.2.2.2. Genetik

Das Gen ATM wurde 1988 auf Chromosom 11922 entdaokk 1995 kloniert. 62
seiner 66 Exons kodieren fur ein 3056 AS groReseRrdGatti et al., 1988; Savitsky et
al., 1995) (siehe Abb.13). ATM gehort der Familex @13K-related Protein-Kinasen an

34



Ergebnis

(PIKK). Sie besitzen eine Doméne, die charaktecktifir Phosphatidylinositol 3-
Kinasen ist und stellen aktive Serin/Threonin-Keraslar (Abraham et al., 2004).
N-terminal werden Uber verschiedene HEAT-Doméaneteréiktionen mit anderen
Proteinen vermittelt (Perry und Kleckner, 2003ndrhalb der ersten 200 AS befindet
sich eine Substratbindungs-Region fir BRCA1 und (#&3nandes et al., 2005).

Am C-Terminus, beginnend etwa bei AS 2000, befirgieh eine FAT-Domane mit
hochkonservierter FATC-Domane aus 35 AS. Dort wiiel Kinasefunktion von ATM
reguliert und die Bindung regulatorischer Protereemittelt. Deletionen in der FATC-
Domane fihren zur Blockade der Interaktion mit Dipéiner Histon-Acetyltransferase,
die nach einem DNA-Schaden die ATM-Aktivierung rikg (Bosotti et al., 2000;
Jiang et al., 2006).

T7271C C7311#4
............... HEAT-Doméanen \ A /
1 — 305¢
P53, BRCA1 B-Adaptin FAT/FATC-Domén

Abb.13: Fir die DNA-Reparatur wichtige funktioneloméanen in ATM. HEAT-Domanen (Non-
Kinase-Anteil aus antiparallelen Helices mit fldeib Loops), FAT/FATC-Doméne (ATM-

Aktivierungsregion) (Literaturquellen siehe Text).

Bislang wurden mehr als 300 verschiedene Mutatidmeschrieben, von denen Uber
80% Substitutionen einzelner Nukleotide oder Defetn/Insertionen sind. 10% flihren
zu ,missense“-Mutationen. Es werden frihzeitige nfieationcodons generiert oder
Abnormalitaten beim ,splicing” (www.benaroyaresdaorg). Daraus resultiert eine
reduzierte Protein-Expression oder trunkierte Pmetedie fir gewdhnlich instabil sind.
Wahrend die pathogenetischen Auswirkungen von @miss“-Mutationen von der
Position einer Mutation im ATM-Gen unabhangig s{®enwick et al., 2006), besteht
fur trunkierende Mutationen ein Zusammenhang zvesatter Position auf dem ATM-
Gen und dem Risiko fur die Entstehung von Mammakamen (Cavaciuti et al.,

2005). Betroffen sind proteintrunkierende Mutation@ den Bindungsdomanen fir
p53/BRCA1L, B-Adaptin und die FAT-Domane. Die Stabilitat und Wk&t des
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trunkierten ATM-Proteins ist dabei abhangig vonsgesLange und nimmt so indirekt
Einfluss auf die Fahigkeit des Proteins zur DNA-&wgpur (Cavaciuti et al., 2005).

BK-Familie mit IVS10-6G->T BK-Familie mit T7271G
1 2 1 2
I ("0 I D——Q
O Ge o &ddC ed
mut wt68 mut52

v

mut40 mut41,48 mut38

BK-Familie mit C7311A
1 2

I [0

.. F3e 55 b5

mut4l

i 603888000 eCedSoCed

mut mut41 wt45 mut wt mut 40

Legende:
gesund O

1 2 individuelle Nummer

30 38,41 Alter bei Diagnosestellung (Brustl, Brust2)
Brustkrebs |
mut,wt mut,wt ATM-Mutation bzw. -Wildtyp nachgewiesen
méannlich  weiblich
/ Proband

Abb.14: Stammbaume von 3 verschiedenen Familien famitilidrem Brustkrebs. Die ,missense"-
Mutation C7311A wurde nicht in AT-Familien beobasthimodifiziert nach Chenevix-Trench et al., 2002

und Renwick et al., 2006).

In Deutschland sind 2% aller Brustkrebspatienternterogygote Trager

einer

proteintrunkierenden ATM-Mutation (Dork et al., 200 0,7% besitzen die Spleil3-
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Variante 1066-6G (IVS10-6T—-G) im Intron 10. Fir dessen homozygote Trager ist
durch den resultierenden Verlust des Exon 11 einetwa 10% verkirztes ATM-
Protein mit dominant negativer Wirkung charaktésdt (Dork et al., 2001; Chenevix-
Trench et al.,, 2002). In einer ,missense“-Mutatidiy271G, identifiziert in AT-
Familien mit einem familiaren Brustkrebshintergrunst das Valin an AS-Position
2424 durch Glycin ersetzt. Das resultierende Pmagtizwar stabil, jedoch mit defekter
Kinasefunktion und ebenfalls dominant negativerRifng. Die unmittelbare Folge sind
eine reduzierte p53-Phosphorylierung und -Stabiiisig und eine ineffiziente BRCA1-
Phosphorylierung zur Reparatur von DNA-Schaden f@we-Trench et al., 2002;
Stankovic et al., 2002). Abbildung 14 =zeigt die rt@baume verschiedener

Brustkrebsfamilien, die von unterschiedlichen Mwta¢n im ATM-Gen betroffen sind.

2.2.2.3. Biologische Funktion

Die Proteinkinase ATM nimmt im Regelwerk der DNAg@eatur eine zentrale Rolle
als Koordinator ein. Sie regelt verschiedene Sigegeé der Reparatur von
Doppelstrangbrichen und Zellzyklusfunktionen. EAgfgabe als Sensor von DNA-
Doppelstrangbrichen wurde ihr ebenfalls zugewigSanith et al., 1999). Dies wird
jedoch kontrovers diskutiert (Zhou und Elledge, @00

Ist das ATM-Protein inaktiv, liegt es in dimereravdnultimerer Form vor. Als Antwort
auf einen DNA-Doppelstrangbruch, vorzugsweise nBestrahlung, erfolgt dessen
Aktivierung durch die Dissoziation der Moleklile hacintermolekularer
Autophosphorylierung (Bakkenist und Kastan, 20@3abei sind die Zelllinien mit
.missense“-Mutationen im ATM-Gen radiosensitives aunkierend-mutationstragende
Zellen (Fernet et al., 2004). ATM-mutierte ZellennvAT-Patienten zeigen Defekte
bezuglich der DNA-Synthese (Painter und Young, }98@ des Zellzyklusarrests in
den Kontrollpunkten G1/S, Intra-S und G2/M (LavimduKhanna, 1999; Khanna et al.,
2001). Die Kinase phosphoryliert nach einer Schiiigder DNA durch ionisierende
Strahlung initial verschiedene Schlisselproteine@¢A-Reparatur wie BRCAL, p53,
Nbsl, CHEK2, FANCD2, FANCI, CHEK1, RPA, H2AX oder dwh2 (Zhou und
Elledge, 2000; Taniguchi et al., 2002; Smogorzeveka., 2007) (siehe Abb.15).
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Abb.15: Schaubild zur Phosphorylierung wichtigethl8sselenzyme der DNA-Reparatur durch ATM
nach einer Schadigung der DNA durch ionisierendahBing (IR).

ATM phosphoryliert BRCA1 dabei an verschiedenen Alusive der Serine an

Position 1387, 1423 und 1524 (Cortez et al., 1962tei et al., 2000). Eine

Phosphorylierung an Ser1423 induziert den ArresBafM und die des Serl387 einen
Intra-S-Arrest (Xu et al., 2002). Um den Zellzyklarm G1/S zu arretieren, wird p53 am
Serl5 phosphoryliert (Foray et al., 2003). Schéaerder DNA durch UV-Strahlung

oder durch die Blockade der Replikation (Hydroxysneduzierter Replikationsarrest)
werden nicht durch ATM vermittelt. Diese Signalerden durch Kinasen wie ATR an
die verschiedenen Effektoren Ubertragen. BRCA1 wimh ATR an Serin 1423

phosphoryliert (Tibbetts et al., 2000).

2.2.3. NBS1 (Nijmegen-Breakage-Syndrom-Gen 1)

2.2.3.1. Klinik
Biallele Defekte im DNA-Reparaturgen NBS1 bedingédas Nijmegen-Breakage-
Syndrom (NBS), ein Strahlensensitivitats-Syndrorap{fer und Szpirer, 2007). NBS1

wird autosomal rezessiv vererbt. Die Erkrankung vstrwiegend in Ost- und
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Zentraleuropa prasent (Steffen et al., 2006). Gagedldes NBS ist eine Storung des
Reparaturmechanismus der DNA mit verstarkter Chswm@nbrichigkeit nach
Disposition mit ionisierender Strahlung. Fir NBSi®aten kennzeichnend sind, neben
der Radiosensitivitat, eine Immundefizienz und din&disposition fur maligne Tumore.
Der klinische und zellulare Phéanotyp ahnelt dabei Ataxia teleangiektatica. Die
Patienten zeigen jedoch keine Ataxie und keine argjeektasien, sondern einen
Mikrozephalus (Shiloh et al., 1997; Digweed et B999).

Monoallele Keimbahnmutationen in NBS1 bedingen deminanten Phanotyp einer
familiaren Pradisposition fur Brustkrebs (SzpiranduSzpirer, 2007). Die NBS1-
trunkierende Mutation 657del5 wurde in sporadiscBemstkrebsfallen ebenso wie in
Probanden mit familidrem Brustkrebs und bilaterdesbsfallen nachgewiesen (Gorski
et al., 2003; Steffen et al., 2006). Diese Deletgirverantwortlich fiir ein etwa 3-fach
erhohtes Risiko fur weibliche heterozygote Tragan, familiarem Brustkrebs zu
erkranken (Gorski et al., 2003; Bogdanova et &0&. In Deutschland ist 657del5 in
0,09% der Brustkrebsfélle nachweisbar (Bogdanovaakt 2008). Monoallele
Mutationstrager haben zusétzlich ein erhdhtes Ris#&n Lymphomen, malignen
Melanomen oder an einem Prostatakarzinom zu erkra(tkteffen et al., 2006).

Die ,missense”-Mutation R215W steht ebenfalls inrdéeht, das Brustkrebsrisiko zu
erhohen, eventuell mit einer niedrigeren Penetrd@agdanova et al., 2008). Eine
weitere europdische ,missense“-Mutation ist dielM.7Obwohl diese Substitution in
Polen zu einem 9-fachen Anstieg des Brustkrebsssikihrt, ist sie in der deutschen

Population nicht risikoassoziiert (Bogdanova et2007; Roznowski et al., 2008).

2.2.3.2. Genetik

Das Gen NBS1 wurde 1998 auf dem Chromosom 8p2Eekitdnd geklont (Carney et
al., 1998; Matsuura et al., 1998).

Das 754 AS grol3e Genprodukt Nbs1 (Nibrin-Proteggtéht aus 16 Exons und enthalt
in der N-terminalen Region (AS 1-152) eine ,forktieessoziierte* Domane (FHA) und
Teile einer ,breast cancer C-terminal“-Doméne (BRCAS 108-196). Beide Doméanen
sind funktionell wichtige Einheiten (Featherstomel Wackson, 1998) (siehe Abb.16).
Die BRCT-Domane ist eine Protein-Protein-Bindungsre, die in Uber 40 Proteinen,

die der Aufrechterhaltung der genomischen Integrithenen, nachweisbar ist

39



Ergebnis

(Featherstone und Jackson, 1998). Die FHA-Domammittelt spezifische Protein-
Protein-Interaktionen Uber ein Phospho-Serin/Thredfotiv (Durocher et al., 1999).
Diese Domane ist fur die biologische Funktion désriNs unentbehrlich. Das Histidin
an Position 45 ist eine hochkonservierte Stellessdea Mutation fuhrt beispielsweise in
Saccharomyces cerevisiae zu einer Storung der zellularen Antwort auf einBAD
Schadigung (Sun et al., 1998).

NBS1 verfugt zentral ber mehrere Regionen mit SQM welche von ATM und
ATR phosphoryliert werden kénnen (Kobayashi et 2004). Eine Bestrahlung mit IR
(lonisierende Strahlung) bewirkt eine Phosphoryligy von Nibrin durch ATM an den
AS-Positionen Ser278 und Ser343 und eine Aktivigrdes Inter-S-Kontrollpunkts.
Die Phosphorylierung von Ser343 ist fur die Resisteder Zelle gegeniber
ionisierender Strahlung unbedingt erforderlich (@tuwal., 2000; Zhao et al., 2000). In
vitro kdnnen Ser397 und Ser615 von ATM ebenfallsspimoryliert werden (Wu et al.,
2000).

C-terminal befindet sich eine Bindungsstelle furet fur die Formierung des
multimeren MRN-Komplexes. Dort ist ebenfalls eineTMvassoziierte Domane
angesiedelt (Ebi et al., 2007).

ATM
2
48 27¢ 347 397 61¢
P 65;de|5 = B p =
FHA BRCT SQ-Danen MRE11l ATM

Abb.16: Fir die DNA-Reparatur wichtige funktionellomanen in NBS1. BRCT (breast cancer C-
terminal-Doméane), FHA (forkhead-assoziierte Domaig)-Doméne (Serin/Glutamin-reiche Doméane)

(Literaturquellen siehe Text).

Mit Gber 90% ist die Mutation 657del5 im Exon 6 dim haufigsten in NBS-Patienten
gefundene Mutation. Sie fuhrt zu einer Deletion WrBasenpaaren in der BRCT-

Doméne, welche zu einer Rasterverschiebung mitltresnder Proteintrunkierung
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fuhrt (Digweed und Sperling, 2004). Es hat sicheggiz dass nach einer Bestrahlung
mit IR das Ser343 von NBS1657del5 um 35% wenigesphoryliert wird (Bogdanova
et al., 2008). Das Resultat einer solchen Mutasbeine erhdhte Sensibilitdt gegentber
ionisierender Strahlung (Zhao et al.,, 2002). Die téfionsfrequenz in der
Normalpopulation betragt in Zentraleuropa zwischét in Deutschland und 0,76% in
Polen (Steffen et al., 200Bjotkowska et al., 2006).

R215W ist eine weitere NBS1-Mutation. Sie wurde 2 NBS-Geschwistern
beschrieben, die fiur die Mutationen 657del5/R2158vhpmound heterozygot waren
(Seemanova et al., 2006). In NBS1657del5/R215W dia@iExpression von Nibrin um
15% reduziert und in NBS1R215W um 70%. Dies weiatadf hin, dass die
.missense“-Mutation NBS1R215W zu einem instabilerot€in fihrt. Auch die
Phosphorylierung von Nbsl am Ser343 unter Strakhmgk mit IR ist um 60%
erniedrigt (Bogdanova et al., 2008). NBS1R215WinsDeutschland in 0,8% und in
Weildrussland in 0,6% unselektierter Brustkrebsfabehweisbar (Bogdanova et al.,
2008).

2.2.3.3. Biologische Funktion

Nibrin ist integraler Bestandteil des MRN-Komplex@drel1l/Rad50/Nbsl) und ein
maoglicher Sensor und Koordinator fir DNA-Schadehad und Elledge, 2000; Jeggo
und Lobrich, 2005).

MRN ist fur eine normale Zellantwort auf Doppelsigariuche essentiell (Petrini et al.,
1999). Nach einem DNA-Replikationsblock beispielsgast er innerhalb des Nukleus
an Fokuspunkten konzentriert detektierbar (Fratwhitnd Pichierri, 2002). Nbsl
interagiert direkt mit Mrell Uber seine C-termimafequenzen, und es ist erforderlich
fur die Anwesenheit des MRN im Nukleus. Ohne dies&stein wirden die
Bindungspartner Mrell und Rad50 im Zytoplasma edobh (Desai-Mehta et al.,
2001).

Als initialer Schritt in der HR und NHEJ dient d®fRN mdglicherweise auch der
Erkennung von Doppelstrangbriichen (Ma et al., 2B0&hierri und Franchitto, 2004;
Zhang et al., 2004). Fur eine funktionierende Chatnibindung des MRN-Komplexes
ist Nbs1 unentbehrlich (Zhao et al., 2002). Zur i@mrung sind intakte FHA- und

BRCT-Domanen erforderlich. Im Gegensatz zur Zellagkontrolle scheint eine
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Phosphorylierung von Nibrin an Ser278 und Ser348/dATM hierfur keine Rolle zu
spielen (Zhao et al., 2002). Das durch ATM phosplenbare Histon H2AX jedoch
wird Uber die FHA- und BRCT-Domanen direkt von NhsilKomplex gebunden. Der
MRN wird zur beschadigten Stelle rekrutiert und bkeibt in unmittelbarer
Nachbarschaft zum DNA-Schaden (Kobayashi et aD4R0ONeueren Untersuchungen
zu Folge, vermag der MRN-Komplex die NHEJ zu stiergn, indem die beteiligten
Enzymkomplexe an der Ausrichtung der DNA-Enden nstigzt werden (Huang und
Dynan, 2002) und die Wiederverknipfung von Doppatgibriichen via homologer
Rekombination eingeleitet wird (Kobayashi et aQ02).

Das Protein Nbsl ist neben der Prozessierung auddei Signalgebung involviert
(Shiloh, 1997). Wahrend der S-Phase einer prodiferiden Zelle ist der MRN-
Komplex kolokalisiert mit ,proliferating cell nucde“-Antigen (PCNA), was ihm eine
Rolle in der DNA-Synthese und deren Regulation zsiv@laser et al., 2001). NBS1-
defekte Zellen sind nach Bestrahlung teilweise thmbkhr in der Lage, den Zellzyklus
an den Kontrollstellen G1/S und Intra-S zu konteo#n. Der G2/M-Kontrollpunkt
wurde in der Literatur unterschiedlich als norm@irérd et al., 2000), abnormal
verzogert (Kang et al., 2002) oder defizient (Busicet al., 2001) beschrieben.

Der MRN-Komplex verhindert beispielsweise den Ablian p53 und sorgt indirekt far
eine erhohte Konzentration des Schutzproteins lj€estone und Jackson, 1998).
Defekte in der Zellzykluskontrolle kénnen ebenfallsergeordnet das Resultat einer
ineffizienten Aktivierung der Kinase CHEK2 durch $lbsein. Die Phosphorylierung
von CHEK2 durch ATM erfordert letztendlich die Ppbsrylierung von Nbsl an
Ser343, die in Nbsl-Mutanten jedoch deutlich reeltizist (Buscemi et al., 2001;
Bogdanova et al., 2008).

Einige Studien erforschten die interaktiven Zusammd@ge des NBS und eines
weiteren Chromosomen-Instabilitdts-Syndroms, dercBai-Anéamie (FA). Nach einer
DNA-Schadigung durch IR oder durch DNA-Vernetzungdnd ein FA-Protein, das
FANCD2, mit Hilfe von phosphoryliertem Nbsl phospH@rt. Es stellte sich heraus,
dass die Phosphorylierung von Nbsl wiederum untiztstvird durch einen FA-
Proteinkomplex aus Komponenten der FA-Gruppe | iJaehi et al., 2002; Pichierri
und Rosselli, 2004).
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2.2.4. Fanconi-Andmie-Gene

2.2.4.1. Klinik

Neben der Ataxia teleangiektatica und dem NijmeBsrakage-Syndrom ist die
Fanconi-Anadmie (FA) ein weiteres Chromosomen-IniBtats-Syndrom. Als Ursache
wurden biallele Mutationen in bislang 13 FA-Genenifiziert (FANCA, B, C, D1, D2,

E, F, G, I, J, L, M, N). Diese DNA-Reparaturgenadsikennzeichnend fir 13
verschiedene FA-Komplementationsgruppen (FA-A #isNj.

Auf molekularbiologischer Ebene kdnnen die FA-Gene3 verschiedene Gruppen
eingeteilt werden. FANCA, B, C, E, F, G, L und Mhgeen zur Gruppe I, FANCD2
und FANCI zur Gruppe Il und die Gruppe Il wird v6ANCD1, FANCJ und FANCN

gebildet. Schatzungsweise sind in mehr als 85%édeFamilien die Subtypen FA-A,

FA-C und FA-G vorherrschend (Wang, 2007) (siehe.ABp

100
__ <0,2 % FANCN
90 - <0,2 % FANCI
— 9% FANC(
— 80 -  ~2% FANCI
X ~2% FANCE
= 70 - — 10% FANC(
< — ~2% FANCE
L 60 -
c
'~ 50 - — 66 % FANC/
&
(‘_>G 40
:E 30 -
o
20 ~
~2 % FANCD:
10 / ~2 % FANCD: /=2 % FANC.
~2 % FANC ~2 % FANCN
0 v | |—V4 |
1] [l
FA-Gruppe
© S.Gerlinge

Abb.17: Pravalenz der einzelnen FA-Gene im Patidwiektiv. Die Komplementationsgruppe FA-A ist

mit 66% am haufigsten, die der FA-L und FA-M mit,2% am seltensten vertreten (Daten aus Wang,
2007).
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Leitsymptom der klassischen Fanconi-Anamie ist eineversible Storung der
Blutbildung im Kindesalter (7-9 Jahre) mit Knocheamkversagen und Panzytopenie.
Weitere  Charakteristika sind  Wachstumsretardierungskelettabnormitaten,
Fehlbildungen wie Nieren- oder Gehdrgangsanomakegmentierungsstérungen und
Hypogonadismus. Typisch sind auch eine Pradispositir Malignitaten wie die akute
myeloische Leukamie (AML) oder Plattenepithelkaarme (SCC) der Mundhdhle und
der anogenitalen Region.

Molekulargenetisch ist eine zellulare Uberempficiakieit gegeniiber DNA-
schadigenden Substanzen wie Mitomycin C, Diepoxamuind anderen Alkylanzien
charakteristisch. Moglicherweise sind auch reakt®auerstoffradikale und andere
oxidative Stressoren beteiligt (Tischkowitz und igsan, 2003Neveling et al., 2007).
In vitro ist der DNA-Reparaturprozess nach IR-Exppos in FA-Zellen von
homozygoten und von heterozygoten Tragern deutletdngert (Djuzenova et al.,
2001). Eine vermehrte Empfindlichkeit der FA-Zellgegenuber IR- oder UV-
Strahlung wird jedoch kontrovers diskutiert (Kattag, 2004).

Die Folgen von Mutationen in den Genen FANCD2 uAdNEI sind im Allgemeinen
schwerwiegender als die in der Gruppe |. Bei P&iemit FANCD2-Mutationen treten
die Malformationen haufiger auf und die hamatololgen Malignitdten manifestieren
sich friher (Kalb et al., 2007).

Die Gene der Gruppe 1l sind Ausléser der selteBehtypen FA-D1, FA-J und FA-N.
Deren Phéanotyp entsteht durch biallele MutatiomeFANCD1 (=BRCA2), FANCJ
(=BRIP1 oder BACH1) und FANCN (=PALB2). FA-J zeigten Phanotyp der
klassischen FA (Levitus et al., 2005). FA-D1 und-NAwviederum zeigen neben der
klassischen FA einen speziellen FA-Phanotyp. Sid assoziiert mit einem gehauften
Auftreten von Leuk&mien und Kkindlichen soliden Tuero wie Wilmstumore,
Medulloblastome oder Gliome, die in der klassiscHeA ausgesprochen selten
vorkommen (Reid et al., 2005, 2007).

Heterozygote Mutationstrager von FA-Genen sind wiegrend asymptomatisch. Es hat
sich herausgestellt, dass monoallele Trager von GABN FANCJ und FANCN
(Gruppe l11) ein erhdhtes Risiko fur Brustkrebst varialkarzinome oder fur andere
Krebsarten besitzen. Im Jahr 2002 wurde entdeckiss dFANCD1 und das
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Brustkrebsgen BRCA2 identisch sind (Howlett et 2002). Dies war die erste kausale
Verknupfung von FA und der Pradisposition zu faéméim Brustkrebs. BRCA2-
Mutationstrager haben ein zwischen 3- und 10- b@sfagh hoheres Risiko.
Heterozygote Trager von Mutationen in FANCJ und FENNhaben ein etwa 2- bis 3-
faches Risiko fur familidren Brustkrebs. Wéahrend erhohtes Brustkrebsrisiko fur
Trager monoalleler Mutationen in FANCD1 als gesitlamgesehen wird, wird dies fir
FANCJ und FANCN jedoch kontrovers diskutiert (Sataan et al., 2001; Rahman und
Scott, 2007; Stratton und Rahman, 2008).

2.2.4.2. FA-Gene der Gruppe |

Die fur die Proteine der Gruppe | codierenden FA¥aind die 8 Reparaturgene
FANCA, B, C, E, F, G, L und M (siehe Abb.18).

Die zugehorigen Genprodukte bilden die Untereimmeiines Proteinkomplexes, den
sogenannten ,FA-Core-Komplex“. Eine der Hauptfuokén dieses Komplexes ist die
Monoubiquitinierung und Aktivierung von FANCD2 urgANCI nach einer DNA-
Schadigung (Garcia-Higuera et al., 2001; Thompdgdret.al., 2005; Sims et al., 2007).
Wahrend die Polyubiquitinierung eines Proteins eed3egradation zur Folge hat, ist
die Monoubiquitinierung ein reversibles Signal Ragulation von Proteintargeting, der
Histon-Funktion, der Transkription und der DNA-Regtar (Sigismund et al., 2004).
Fallt eines dieser Proteine aus, ist die Monouliigerung von FANCD2 und FANCI
gestort (Wang, 2007).

FANCA enthalt fur den nukleoplasmatischen Transpo2t Uberlappende

Kernlokalisationssignale (NLS, nuklear localizati®ignal) und 5 Nukleus-Export-

Sequenzen (NES). Es sind Teile einer Leucin-Zifggeguenz nachweisbar. bZIP-
Doménen (basic leucine zipper-Domane) enthaltele \nasische AS und dienen der
Dimerisierung von Proteinen (The-Fanconi-anaemea$ircancer-consortium, 1996;
Lo Ten Foe et al., 1996).

FANCB ist als einziges FA-Gen auf dem X-Chromosohkalisiert, und alle bisherigen

untersuchten FA-B-Patienten waren mannlich. Es wednutet, dass sich auf diesem
Gen ebenfalls eine NLS befindet (Meetei et al., 200
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FANCC ist unabh&ngig von seiner Beteiligung im FAr&Komplex am JAK-STAT-
Signalweg zur Wachstumskontrolle und zur Regulatien Zellentwicklung beteiligt
(Fagerlie et al., 2004).

Gruppe Chromosomen- Protein FHonktdle Gen-Doméanen
I Lokalisation (AS)
P
FANCA 16g24.3 1455 —
NLS IBZ
FANCB  Xp22.31 853
NLS
FANCC 9g22.3 558
P
FANCE  6p21-22 536
NLS
FANCF 11p15 374
ROM-Homolog
P PP
FANCG 9pl13 622
TPR-Motiv
FANCL 2pl6.1 375
WD40 PHD-Finger
P
FANCM 14g21.3 2048 —
Helikase Endonuklease degerter

Abb.18: Fir die DNA-Reparatur wichtige funktionell®mmanen in den FA-Genen der Gruppe |. bZIP
(basic leucine zipper-Doméne), NLS (nuclear loedian-Signal), PHD (plant homeodomain), ROM
(prokaryotic RNA binding-Protein), TPR (tetratri@gtide-repeat-Motiv), WD40 (Protein-Bindungs-
Motiv aus Trp-Asp-Wiederholungssequenzen) (Dates Alood et al., 2005; modifiziert nach Wang,
2007).

FANCE-Protein interagiert mit FANCD1 (=BRCAZ2) unditnmonoubiquitiniertem
FANCD2 und ist fur die nukleare Akkumulation von REC erforderlich (Taniguchi
und D"Andrea, 2002; Wang et al., 2004).
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FANCF besitzt keine Introns und kodiert fir ein Waptid, das Ahnlichkeit mit dem
prokaryotischen RNA-bindenden Protein ROM besbz¢ Bindung an RNA, eventuell
auch an DNA, wird vermutlich tber die AS Asnl10 WPlgel4 vermittelt (de Winter et
al., 2000). Das Protein sorgt C-terminal fur diexible Bindung weiterer FA-Proteine
wie FANCG und stabilisiert den FA-Core-Komplex. Whden N-Terminus werden
FANCA und FANCG stabilisiert und der Subkomplex FBE&/FANCE gebunden
(Léveillé et al., 2004).

FANCG besitzt 7 ,tetratricopeptide-repeat® (TPR)4We fur Protein-Protein-
Bindungsreaktionen. Wahrend der M-Phase wird dgslririge Protein an den Serinen
383 und 387 phosphoryliert. Nach Behandlung mit oltiycin C erfolgt die
Phosphorylierung am Ser7 (Blom et al., 2004; Malet2004; Qiao et al., 2004).
FANCL kodiert fur die katalytische Untereinheit dea-Core-Komplexes mit in vivo
E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitat zur Monoubiquitinieng von FANCD?2. In vitro ist das
Protein zur Autoubiquitinierung fahig. Zusatzlichindet man das Protein
chromatinassoziiert. Beides wird durch ein ,planteodomain® (PHD)-Finger-Motiv
vermittelt. Protein-Protein-Interaktionen werden ratfu die 3 WD40-Sequenzen
hergestellt (Meetei et al., 2003; Gurtan et alQ&0

FANCM enthalt 7 helikasespezifische Motive und eotegenerierte Endonuklease-
Doméne. Das Genprodukt ist nah verwandt mit Heferai Protein mit Helikase- und
Endonukleasefunktion in Archaebakterien. Es l|osthreddd der DNA-Replikation
festgefahrene Replikationsgabeln und ist Bestandtsi Nukleotidexzisionsreparatur
(Komori et al., 2002). Nach einer Schadigung der ADNwird FANCM
hyperphosphoryliert und fuhrt den FA-Core-Komplexder DNA entlang (Meetei et
al., 2005).

2.2.4.3. FA-Gene der Gruppe I

Die Paraloge FANCD2 und FANCI bilden die Gruppésiehe Abb.19).

Nach einer Schadigung der DNA werden die Protegrebgiden Gene durch den FA-
Core-Komplex monoubiquitiniert und aktiviert (GardHiguera et al., 2001; Thompson
LH et al.,, 2005; Sims et al., 2007) (siehe Abb.2Bjr eine effiziente FANCD2-
Monoubiquitinierung ist die ATR-Kinase und RPA1 eederlich (Andreassen et al.,
2004).
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Gruppe Chromosomen- Protein Honlelle Gen-Doméanen
Il Lokalisation (AS)

561

FANCD2 3p25.3 1451

ARM

FANCI 15q25-26 1328
ARM

Abb.19: Fur die DNA-Reparatur wichtige funktioneD®mmanen in den FA-Genen der Gruppe Il. ARM
(armadillo repeat, Transduktionssignal), P (Phosglesung), Ub (Ubiquitinierung) (Daten aus Wood et
al., 2005; modifiziert nach Wang, 2007).

Monoubiquitiniertes FANCD?2 ist hauptsachlich chraimassoziiert und wird far die
normale DNA-Replikation, wie auch fir die Reparagmdogener Schéden durch
oxidativen Stress, benétigt. Ubiquitin fungiert dabusschlief3lich als Signalgeber fur
die Rekrutierung von FANCD2 zum Chromatin. Die Ubtopierung erfolgt am Lysin
561 (Montes de Oca et al., 2005; Thompson LH et 2005; Wang, 2007).
Dementsprechend wurde FANCD2-Ub in der G1l-Phase auch in der S-Phase
beobachtet (Rothfuss und Grompe, 2004; Thompsoetlad.,, 2005). Exogene Schaden
durch IR, UV, DNA-schadigenden oder -vernetzendegermiien und Hydroxyurea
konnen ebenso eine Monoubiquitinierung bewirkentividrtes FANCD2 bewegt sich
zur beschadigten DNA-Stelle und interagiert mit &egurproteinen der Homologen
Rekombination wie BRCA1, BRCA2 und RAD51 (Garciagtiera et al., 2001; Hussain
et al., 2004; Wang et al., 2004; Rahman und S@&®7). Deubiquitiniert wird das
Protein durch USP1 (Nijman et al., 2005).

Kirzlich wurde beschrieben, dass FANCD2 an DNAi8telmit festgefahrenen
Replikationsgabeln geleitet wird. Die Relokalisatioon FANCD?2 ist dabei abhangig
vom FA-Core-Komplex, von BRCAl, ATR und von der ppborylierten
Histonvariante H2AX{H2AX) (Bogliolo et al., 2007).
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Wahrend AT-Zellen hypersensitiv gegenuber IR sismhd FA-Zellen empfindlich
gegen Mitomycin C. Interessanterweise sind FANCD#ldlisch geschadigte Zellen
hypersensitiv gegeniber beiden Noxen (Taniguchi.g2002).

festgefahrene Replikationsgabeln

Doppelstrangbriiche

Interstrang-Vernetzungen
5 __(RAD50

Mitomycin C lonisierende @
,/‘/ Strahlung @

(IR) ,‘

-
‘ I

FA-Core-Komplex

© S.Gerlinge

Abb.20: Schematische Darstellung des FA-Signalwegs Schadigung der DNA. Biallele Mutationen in
den FA-Genen fuhren zum Phénotyp der FA. MonoalN&lgationen in NBS1, CHEK2, BRCAL und in
den FA-Genen der Gruppe Il (BRCA2, BRIP1 und PA)BgAdisponieren zu einem erhdhten Risiko fur
familigaren Brustkrebs. Der FA-Core-Komplex ubiguiéirt und aktiviert die Komponenten des ID-
Komplexes. Eine Monoubiquitinierung von FANCD2 edert ATR und RPA. Der durch ATM und
ATR phosphorylierte ID-Komplex transloziert zur be&digten DNA und leitet zusammen mit weiteren
DNA-Reparaturproteinen die Reparatur der DNA viantdtoger Rekombination ein (Garcia-Higuera et
al., 2001; Andreassen et al., 2004; Hussain e2@04; Wang et al., 2004; Rahman und Scott, 2007).

Das Mutationsspektrum von FANCD2 wird dominiert vgsplicing“-Mutationen.

Deletionen, Insertionen oder ,nonsense“-Mutationsmd wesentlich seltener
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beschrieben. In biallelen Tragern treten sie in Koration mit einer ,splicing®- oder
einer, ebenfalls seltenen, ,missense“-Mutation(&adb et al., 2007).

Die unterschiedlichen genetischen Veranderungeoh teihweise populationsassoziiert.
Beispielsweise ist die ,splicing“-Mutation 1948-161G (IVS21-16 T>G) haufig in
der turkischen Bevolkerungsgruppe nachweisbar imd @48-6C-A (IVS21-6 C—-A)

ist deutsch und deutschstammiger Abstammung. Afigsdfiihren beide zu demselben
veranderten Protein E650X (Kalb et al., 2007).

FANCI ist ebenso eine wichtige Komponente in derAReparatur via Homologer
Rekombination. FANCI besitzt eine zu FANCD2 homa@&dgpnservierte Region von
151 AS. Unter Beteiligung des FA-Core-Komplexesdnass, wie FANCD2, an einem
Lysin (T523) monoubiquitiniert. Auch FANCI-Ub isbé&rwiegend chromatinassoziiert
zu finden. Das Protein kooperiert mit FANCD2 in iRoeines Proteinkomplexes, dem
ID-Komplex. Die 2 Paraloge sind auch untereinandiér die jeweilige
Monoubiquitinierung des Bindungspartner verantvicint! Ist eines der beiden Proteine
defekt, wird das zweite Protein nicht ubiquitini€@mogorzewska et al., 2007; Wang,
2007). Das Deubiquitinierungsprotein ist wiederu®R1 (Nijman et al., 2005). Beide
Proteine konnen durch ATM und ATR phosphoryliertdes. FANCD2 wird nach IR-
Disposition von ATM am Serin 222 phosphoryliert. N8I besitzt 3
Phosphorylierungsstellen, an AS Position S730, T@bd S1121 (Taniguchi et al.,
2002; Smogorzewska et al., 2007).

2.2.4.4. FA-Gene der Gruppe Il
Die Reparaturgene FANCD1, FANCJ und FANCN sind @Guppe Il zugehorig
(siehe Abb.21). Diese sind entweder der zweiterp@unachgeschaltet oder sie agieren

parallel.

FANCDL1 ist mit BRCAZ2 identisch. FANCD1 ist wedeneiKomponente des FA-Core-
Komplexes, noch bei der Ubiquitinierung und DNA-Esierung von FANCD2
beteiligt (Howlett et al., 2002). BRCA2 bildet mRANCN, RAD51, BRCA1 und
BARDL1 stabile Komplexe (Wang, 2007).
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Die Hauptfunktion von BRCAZ2 ist, wie bereits besehen, die Regulation der
Homologen Rekombination durch Kontrolle von RADRlayies et al.,, 2001). Seine
BRC-Doméanen binden direkt RAD51, das mit ssDNA dsiskleoproteinfilament

formiert, um homologe Sequenzen zu detektieren. Oiterminale Region bindet
RAD51 ebenfalls. Nach einem DNA-Doppelstrangbruelwégt sich BRCA2 an den
Knotenpunkt ssDNA-dsDNA der DNA-Enden und untemtidas kontrollierte

»Aufbocken” von RAD51 auf die DNA (Wilson und Ellgd, 2002). Stabilisiert wird

BRCA2 dabei durch DSS1 (Li et al., 2006). Fiur dieldRation von BRCA2 an die
Stelle des DNA-Schadens ist BRCAL1 erforderlich @aiteerg et al., 2006).

Gruppe Chromosomen- Protein Honlelle Gen-Doméanen
[l Lokalisation (AS)

P NLS
FANCD1 13q12-13 3418 Ll I1
P/CAF BRC DBD RA1
P
FANCJ 17922-24 1249
Helikase BRCA1-binding

229dell 1592del” 2521del#
\ 4 v \2

FANCN 16pl2.1 1186 | | |
CC-Motiv WD40

Abb.21: Fir die DNA-Reparatur wichtige funktionellmmanen in den FA-Genen der Gruppe lll. Die
eingezeichneten Beispiele von KeimbahnmutationdfANCN fuhren zu trunkierten PALB2-Proteinen.
BRC (hochkonservierte Bindungsregion fiir RAD51), @Giled-coil-Motiv, Protein-Protein-Bindungs-
Motiv), DBD (DNA/DSS1-binding-Doméane), NLS (nucledwcalization-Signal), P/CAF (p300/CBP-
associated-Faktor), WD40 (Protein-Bindungs-Motis dup-Asp-Wiederholungssequenzen) (Daten aus
Wood et al., 2005; modifiziert nach Wang, 2007).

FANCN ist mit PALB2 identisch. PALB2 ist der Bindgspartner von BRCA2. Es
stabilisiert das Protein und wirkt bei dessen Biddéung in den Zellkern mit. Es wird
fur die normale Homologe Rekombination, sowie flie dReparatur von

Doppelstrangbriichen bendétigt (Xia et al., 2006 Peotein besitzt 4 WD40-Domanen.
Eine Inaktivierung des Proteins fuhrt zur Desta®liung und zur Delokalisation von
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BRCAZ2 und einer ungentigenden DNA-Reparatur (Xialet2006; Tischkowitz et al.,
2007).

Familie 1 Familie 2

4

| Jﬁ*—ég A
I S 2 A58 I
1 488 & I

SN

mut50 mut4l
v

Legende:

1 2 individuelle Nummer
gesund O @)

38 54 Alter bei Diagnosestellung
Brustkrebs [ | ®

mut mut PALB2-Mutation nachgewiesen

andere Krebsartm@

)Zr /@/ verstorben

mannlich  weiblich
/ Proband

Abb.22: Stammbaume von 2 verschiedenen europdisBmastkrebsfamilien mit der trunkierenden
PALB2-Mutation 1592delT tber mehrere Generatiomeadifiziert nach Erkko et al., 2007).

Eine europdische Keimbahnmutation in PALB2, die fiamilidren Brustkrebs
disponiert, ist die Frameshift-Mutation 1592delTel® Abb.21). Sie ist in Exon 4
gelegen und kodiert fur ein trunkiertes, jedochbiga Protein mit reduzierter
Bindungsaffinitit zu BRCA2. Daraus resultiert eindefiziente Homologe
Rekombination und DNA-Reparatur (Erkko et al., 200&bbildung 22 zeigt die
Stammbaume zweier betroffener Brustkrebsfamilien.Familien mit der PALB2-
Mutation 1592delT werden auch andere Krebsformen Kalorektale- oder Prostata-

Karzinome, Lungen- oder Magenkrebs und Leukamieurgkdn. Heterozygote
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Tragerinnen dieser finnischen Founder-Mutationthkesiein 4-fach hoheres Risiko fir
familiaren Brustkrebs als Nichttragerinnen (Erkkale, 2007).

v
Legende:

1 2 individuelle Nummer
gesund O O

32 51 Alter bei Diagnosestellung
Brustkrebs [ | o

FA FA Patient mit Fanconi-Anamie
andere Krebsart @

)Zr /®/ verstorben

mannlich  weiblich
/ Proband

Abb.23: Stammbaum einer FA-Familie Uber 4 Genenatiomit der trunkierenden PALB2-Mutation
2521delA (modifiziert nach Tischkowitz et al., 200Die DNA der bereits verstorbenen FA-Patientin
IV1 wurde nicht auf die Mutation 2521delA hin urgecht, ihre Eltern sind jedoch Trager der
trunkierenden PALB2-Mutationen 2521delA und 3323ddhre Mutter, Individuum 1112 mit strenger

Brustkrebs-Historie, entwickelte MammakarzinomeAtter von 29 und 46 Jahren (Reid et al., 2007).

Die englische Arbeitsgruppe um S. Reid identiftaeR007 in FA-Familien weitere
Keimbahnmutationen in PALB2. 2521delA ist eine Migi@ in einer FA-Familie mit

einem ausgesprochen grol3en Anteil an jungen FraueBrustkrebs (siehe Abb.23).
Das Genprodukt von 2521delA ist ebenfalls ein trewri&s Protein mit erhaltener
Bindungsaffinitdt zu BRCAZ2 (Reid et al., 2007; Thkowitz et al., 2007).

In einer schottischen Brustkrebsfamilie ist eindeae Frameshift-Mutation in PALB2

nachweisbar (siehe Abb.21). Die 229delT generierfréhes Stoppcodon und fihrt zu
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einem aulRerordentlich stark trunkierten Protein mébenfalls erhaltener
Bindungsfahigkeit zu BRCA2 (Tischkowitz et al., 200

FANCJ ist identisch mit BACH1 (BRCAl-associatedezatinal-Helikase) und BRIP1
(BRCA-interacting-Protein 1). BRIP1 ist eine-53"-Helikase der DEAH-Familie und
eine DNA-abhéngige ATPase (Cantor et al., 2004).

Sie agiert komplexassoziiert mit BRCA1, BARD1, Ta®B(topoisomerase Il binding
protein 1), RAP80 oder MLH1 (mutL-Homolog 1) und Bl (postmeiotic segregation
increased 1) (Sobhian et al., 2007; Wang, 200®)tr&t in direkte Wechselwirkung mit
der BRCT-Domane von BRCA1l und unterstitzt dessanktton in der DNA-
Reparatur und der Zellzykluskontrolle (Cantor et 2004). Deletionen in der BRCT-
Domaéane fuhren auch zu einer Relokalisation von BRGAs dem Nukleus in das
Zytoplasma (Rodriguez et al., 2004). Die aus eideterbrechung der Interaktion
zwischen beiden Proteinen resultierenden Defekteein DNA-Reparatur fihren zu
Brust- und Ovarialkrebs (Cantor et al., 2004).

Die Interaktion von BRIP1 mit BRCAL ist abhangignvd®hosphorylierungsstatus der
Helikase am Serin 990 (Yu et al., 2003). Die spedife Wechselwirkung zwischen den
Proteinen wird Uber den Zellzyklus reguliert. Naaher DNA-Schéadigung wirkt BRIP1
an der Kontrolle des G2/M-Ubertritts mit (Yu et,aR003). Ihre DNA-abh&ngige
ATPase-Aktivitat dient der G1/S-Transition. Sieirstder G1-Phase wenig aktiv und in
der S-Phase stark erhoht (Kumaraswamy und Shiekha@07).

Die Mehrzahl der bislang beschriebenen ,missensetaibnen in BRIP1 sind nicht
mit einem erhohten Brustkrebsrisiko assoziiert. nkierende Keimbahnmutationen
jedoch pradisponieren insgesamt fiir ein Relativietkk&von 2,0. Fur Tragerinnen unter
50 Jahren erhoht sich das Risiko sogar auf 3,9 €eh, 2006).

Eine der am haufigsten in Familien mit Brustkrebsl in FA-Familien nachweisbaren
trunkierenden BRIP1-Mutationen ist 23920. Die Mutationsfrequenz dieser
Alteration betragt 0,4% im Vergleich zur Kontrollpdation mit 0,05% (berechneter
RR=8,6). Abbildung 24 zeigt die Stammbaume dreiemusirebsfamilien mit
Keimbahnmutationen in BRIP1 Uber mehrere Generati¢®eal et al., 2006).
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Abb.24: Stammb&aume von 3 verschiedenen Brustkretiééa mit den trunkierenden BRIP1-Mutationen
2392C-T und 2255delAA. Beide Mutationen sind auch in Fatiénten nachweisbar. Individuum 116
der Familie mit BRIP1-2255delAA entwickelte bilaaéen Brustkrebs im Alter von 40 und 56 Jahren und
BRIP1-Wildtyptragerin I1110 erkrankte an DCIS (Dakts Carzinoma in situ) (modifiziert nach Seal et
al., 2006).
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2.2.5. Polymorphismen

Ein genetischer Polymorphismus liegt vor, wenn siléenere der beiden Allele mit
einer Haufigkeit von tber 1% vorkommt. Sie sind twarbreitet, und in vielen DNA-
Reparaturgenen lassen sich Polymorphismen nachwelBe meisten davon sind
singular nicht krankheitsverursachend. Eine groeahl von Allelen, die, jede fur sich
genommen, sehr geringe Auswirkungen hervorrufemn&d sich aufsummieren.
Segregationsanalysen unterstiitzen dieses polygeheti Modell, in dem viele
Polymorphismen in DNA-Reparaturgenen mit niedrigeenetranz fur familidren
Brustkrebs pradisponieren (Antoniou et al., 20@@M12 Smith et al., 2006).

Zahlreiche Untersuchungen in Fallkontrollstudien deviegen eine statistisch
signifikante Assoziation dieser Polymorphismen dat Entstehung von familiaren als
auch von sporadischen Mammakarzinomen (Goode ,e2@02; Baynes et al., 2007;
Frank et al., 2007). Aktuelle Untersuchungen jedoelegen fiir einen kleineren Antell
das Gegenteil. Tabelle 3 zeigt eine Auswahl rel®ransingle nucleotide*-
Polymorphismen (SNP) in den DNA-Reparaturgenen, ddie Risiko fur Brustkrebs
statistisch signifikant oder tendenziell modifizer

Fur Polymorphismen in den Genen BRCA1, ATM, TP5BIEK2, NBS1 und PALP2
sowie BRIP1 aus der FA-Gruppe Il war bislang wedir signifikant erhéhtes noch
reduziertes Risiko fir Mammakarzinome auffallendd@@e et al., 2002; Sigurdson et
al., 2004; Baynes et al., 2007; Frank et al., 20R&@hman et al., 2007). Fur einen
CHEK2-Polymorphismus aus einer Fallkontrollstuden\Han et al. (2008) wurde ein
grenzwertiger Signifikanzbereich erreicht (sieheb.Ba 2 BRIP1-Polymorphismen
konnten mit einem veranderten Ovarialkarzinomrisikd/erbindung gebracht werden
(Song et al., 2007). In einer deutschen Kohortehstuon Frank et al. (2007) wurden
571 Individuen von Familien mit Brustkrebs auf @RIP1-Polymorphismen -64G>A
und Pro919Ser untersucht. Hier wurden keine skgnifien Unterschiede zur
Kontrollpopulation gefunden. Barroso et al. (20@@esen einen FANCD2-SNP in
sporadischem Brustkrebs nach.

Diese Polymorphismen sind in den verschiedenstechik@ésmen der DNA-Reparatur
zu finden. Auffallig ist eine Haufung in den Stigiewvegen der HR, NER oder der FA,

deren Stérungen bevorzugt zur Entstehung von Brelsskbeitragen.
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Tab.3: Genotypisches Risikoprofil fur familidre Btu und Ovarialkarzinome und den Frequenzen

wichtiger Polymorphismen in den DNA-Reparaturgenen.

11 : Brustkrebsrisiko erniedrigt bzw. erhdht, assoziiert mit einem veranderten Brustkrebsrisikoyb.

(nicht nachweisbar), RR=Relatives Risiko, OD=0ddsi®} Cl=Confidenz-Intervall 95%, * Signifikanz-

Level (P-Werte) studienabhéngig. SNP-Referenznumnmeaus www.ncbi.nim.nih.gov.projects/SNP/.

(Daten aus Kuschel et al., 2002; Smith et al., 2@)@urdson et al., 2004; Millikan et al., 2005;r&s0
et al., 2006; Baynes et al., 2007; Rahman et @072Song et al., 2007; Han et al., 2008).
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Genlokus Betroffener Risiko fiir Wildtyp Mutation heterozygot Mutation homozygot
Polymorphismus Reparatur- Brust- und homozygot Frequenz  OD/RR Frequenz  OD/RR
mechanismus Ovarialkrebs  Frequenz % % %
BRCAL HR n.nwb.
ATM AT n.nwb.
TP53 Li-Fraumeni n.nwb.
NBS1 HR n.nwb.
PALP2 FA n.nwb.
Statistisch signifikant*
BRCA2 N372H HR/FA Brustkrebs RR=0,2
rs144848 | (p<0,001) 54 37 CI1[0,1-0,5] 9
XRCC3 IVS5 17893 HR Brustkrebs OD=0,8 OD=0,8
rs1799796 A>G 1| (p=0,008) 48 43 CI1[0,7-0,9] 9 C1[0,6-1,0]
XRCC3 T241M 18067 HR Brustkrebs OoD=1,1 OD=1,3
rs861539 C>T 11 (p=0,015) 37 49 CI[1,0-1,3] 15 Cl[1,1-1,6]
XRCC3 HR Brustkrebs
rs1606 C>T 1 (p=0,006) 54 40 6
XRCC3 HR Brustkrebs
rs2273175 A>G 1 (p=0,007) 54 40 7
XPF NER Brustkrebs
rs11648736 A>G 1 (p=0,005) 53 37 9
XPF NER Brustkrebs
rs4781560 C>T 1 (p=0,006) 61 34 6
APEX1 D148E BER Brustkrebs RR=0,2
rs1130409 1 (p<0,001) 29 52 CI[0,1-0,5] 19
FANCD2 L1366L FA Brustkrebs
rs2272125 A>C (sporadisch) 0oD=1,3 OD=2,8
11 (p=0,005) 75 23 CI[1,0-1,6] 2 Cl[1,1-7,1]
Trend*
CHEK2 Li-Fraumeni Brustkrebs
rs10854805 C>T 1 (p=0,01) 68 29 3
BRIP1 FA Ovarialkrebs OD=0,9 OD=0,8
rs2191249 A>C 1] (p=0,045) CI[0,8-1,1] CI[0,6-1,0]
BRIP1 FA Ovarialkrebs OD=1,1 OD=1,5
rs4988344 C>G 11 (p=0,02) CI[1,0-1,3] CI[1,0-2,2]
XRCC2 R188H 3147¢ HR Brustkrebs OD=0,9 OD=2,6
rs3218536 G>A 11 (p=0,07) 85 14 CI[0,8-1,1] 1 CI[1,0-6,7]
LIG4 D501D 1977 NHEJ Brustkrebs OD=0,9 OD=0,7
rs1805386 T>C 11 (p=0,09) 73 26 CI[0,8-1,1] 2 C1[0,4-1,0]
© S.Gerlinge




3. Diskussion

3.1. Modell eines DNA-Reparatur-Netzwerkes zur Brusumorgenese

Es existiert ein kausaler Zusammenhang zwischerRdée von BRCAL1 und BRCA2
in der DNA-Reparatur und der Entwicklung von fadmém Brustkrebs durch
Mutationen in diesen Hochrisikogenen (Schultz unebdf, 1999). BRCA1 Gbernimmt
zahlreiche Funktionen innerhalb verschiedener DNepdRaturwege, BRCA2 besitzt
eine zentrale Funktion im FA-Signalweg. Die beid&ene pradisponieren fur ein 10-
bis 20-fach erhdhtes familidares BrustkrebsrisikBIBL und PALB2 der Gruppe Il des
FA-Signalwegs sind fur ein 2- bis 3-faches Risilerantwortlich. TP53 (10- bis 20-
fach) ist der Wachter des Genoms und koordinied DINA-Reparatur mit der
Zellproliferation und ATM (RR=2) ist eine Kinase tmBchlusselstellung in der
Rekombinations-Reparatur. NBS1 (RR bis zu 3-fash)Teil des MRN-Komplexes,
dessen fuhrende Rolle das Erkennen von DNA-Schgtle@HEK2 (RR 3- bis 12-fach)
tragt zur Stabilisierung der genomischen Integritét, indem es die verschiedenen
Alarmsignale Ubertragt.

In Familien mit hereditdren Brustkrebssyndromen uBdustkrebs-assoziierten
hereditaren Krebssyndromen ist ein vermehrtes Bnmstrwachstum ein gemeinsames
Merkmal all dieser Komponenten. Folgendes in die&dseit konzipierte Modell
versucht, diese Teile auf zellularer Ebene mitedesizu verknipfen (siehe Abb.25).
Biallele Mutationstrager von BRCA2 zeigen den Phgnaler Fanconi-Andmie FA-D1,
BRIP1 den der FA-J und PALB2 den der FA-N. ATM psgdniert in bialleler Form
fur Ataxia teleangiektatica und NBS1 fiur das NijraegBreakage-Syndrom.
Interessanterweise sind fur biallele Mutationendan Genen BRCA1 und CHEK2
bislang noch keine spezifischen Phanotypen bek#&uigrund der zentralen Stellung
von BRCAL1 konnten biallele Veranderungen bereitsEmbryonenstadium letal sein.
Fur CHEK2-1100delC ist bislang nur ein noch leberfttemozygoter Trager bekannt.
Dieser entwickelte mit 52 Jahren ein familiaresdfddarzinom (van Puijenbroek et al.,
2005). Trager von Mutationen in ATM und in FA-Geramneichen normalerweise kein
hohes Alter. Dies erschwert eine Untersuchung zustBimorgenese, da die Patienten
bereits verstorben sind, bevor sich die Tumore ekin kbnnten, und sorgt fur eine
hohe Dunkelziffer. Vielleicht ist dies der Grundeshalb es fir die Gene CHEK2 und

58



Diskussion

ATM Untersuchungen gibt, die ein weit hoheres Baedisrisiko (bis zu 12-fach und
15-fach) in Erwagung ziehen, als es die meisterer@mmd Veroffentlichungen zeigen
(Chenevix-Trench et al., 2002; Johnson et al., 2005

Neben den zellularen Unterschieden lieRe sich, hdui® Schlisselposition von
BRCAL, ebenso die verschiedenen Morphologien urgdwtéerschiedliche ,Grading”
der BRCA1l-Tumore heterozygoter Tréagerinnen, der BRTumore und der

BRCAL1/2-negativen Tumore erklaren.

MRN-Komplex:
MRE11, RAD50
NBS1

FA-Gruppe II:
FANCD2
FANCI

V

fehleranfallic fehlerfre

V

FA-Gruppe llI:
BRCA2

BRIP1
PALB2

© S.Gerlinge

Abb.25: Vereinfachtes Modell eines mdglichen DNApReaturnetzwerkes fir die Brusttumorgenese
durch DNA-Schaden wie Doppelstrangbriiche und amteti Replikationsgabeln. Dargestellt ist das
Zusammenspiel zentraler DNA-Reparaturgene mehRReparatur- und Signalwege, die in monoalleler
Form fir familiaren Brustkrebs pradisponieren. \&nissie biallele Defekte auf, flihren sie zu
voneinander unabhangigen hereditaren Brustkrebssymah oder zu Brustkrebs-assoziierten hereditaren

Krebssyndromen.
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3.2. Mutationen der DNA-Reparaturgene und der Einfuss von

Polymorphismen

TP53 pradisponiert fir das Li-Fraumeni-Syndrom. i@keeristisch dafur ist nicht das
Auftreten einer bestimmten Malignitat, sondern @asbildung multipler Tumore.
Mutationen in TP53 erhdhen also die Erkrankungspkeit generell. Auffallend ist
dabei der geringe Anteil an sporadischen Brusttem@25%), der sich fur betroffene
BRCA1-Mutationstragerinnen jedoch deutlich erh6B60%) (Schultz und Weber,
1999). Dies zeigt, dass TP53 ein zentrales TSG ancller erblich bedingten
Brusttumorgenese ist.

Fur TSG sind trunkierende Mutationsereignisse tJpisnteressanterweise sind die fur
TP53 fuhrenden genetischen Veranderungen Missensgatibhen, ohne ein Stopp-
Kodon zu generieren. Die Konsequenzen aus prateikigrenden Nullmutationen
waren ein LOF, respektive GOF, durch Ausfall desligeten Alles. Sie sind haufig bei
monogenen Erkrankungen zu finden und die Mutatregsienzen sind dabei extrem
selten. Durch Missense-Mutationen in einem Alleiseghen jedoch defekte Proteine
mit veranderten Eigenschaften, wie eine verand@meungsaffinitat und veranderter
Funktion. Neben einer verminderten Proteinkonzéioma ohne Effekt, sind die
defekten Proteine jedoch in der Lage, die Funkfidrigkeit des noch intakten Proteins
des zweiten Allels aufzuheben oder zu modifizie®@reser dominant negative Effekt
konnte die Heterozygotenfrequenz verschiedener IRo@oen nicht unerheblich
modulieren. Das Auftreten seltener bis haufiger useqvarianten ist bevorzugt in
multifaktoriellen Erkrankungen zu beobachten.

Normvarianten wirken auf die Funktionen von Proteirein und verandern das relative
Risiko innerhalb des Genpools. Im Rahmen polygdairankungen besteht eine
umgekehrte Korrelation zwischen der Starke desli&sés auf den Phanotyp und der
Haufigkeit der DNA-Veranderung innerhalb einer Plagan. Wenige Veranderungen
beispielsweise in BRCAl1 und BRCA2 besitzen einewnf3gn Einfluss auf die
Entwicklung familiarer Mammakarzinome. Veranderumgeon geringer Qualitat
missen eine hohe Anzahl an Polymorphismen darbieten

Die Auswirkungen zweier BRIP1-Varianten auf die gahung familiaren Brustkrebses
wurde von einer deutschen Arbeitsgruppe um B. FEWK untersucht. Der Austausch
einer AS an Position 64 (BRIP1-64G>A) fuhrt zur fation eines GATA- oder
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CCAAT-Motivs als Hinweis auf eine mdgliche Modifilkan der Genexpression.
BRIP1-Pro919Ser ist in der BRCA1-Bindungs-Regiotegen und kdnnte zu einer
veranderten Proteinstruktur und -funktion fihrenraffk et al.,, 2007). In der
amerikanischen Population kumuliert sich das Bmest&risiko fur 50-jahrige Frauen
mit BRIP1-P919S, die heterozygot (PS) sind oderdmygote Trager der seltenen SS-
Allele (S=Serin) sind, im Vergleich zu den genereimozygoten PP-Tragerinnen
(P=Prolin), auf das 4,5- bis 6,9-fache. Demgegenihacht sich in Deutschland
BRIP1-P919S nicht negativ bemerkbar. Zwar halteniaten einer Signifikanz nicht
stand, jedoch liefern sie Hinweise auf eine additvirkung dieser Mutation.

Auf der anderen Seite vermogen die Varianten BRGI®Z2H und APEX1-D148E, im
Vergleich zu den Homozygoten beider Allele, dasetetygotenrisiko zu reduzieren
und Uben sogar einen dominant protektiven Effekt au

Diese Art der Modifikationen durch Polymorphismererden fir Mammakarzinome
und auch fur Ovarialkarzinome beobachtet. Sie l&mrginen nicht unwesentlichen
Anteil an der Erh6hung des Brustkrebsrisikos flrdfeene Familien mit Brustkrebs

und brustkrebsassoziierten Krebssyndromen danstelle

3.3. Weitere DNA-Reparaturgene mit Risikopotentiafir Brustkrebs
Obwohl weder die molekulargenetischen Grundlageshrbe biochemischen Ablaufe
zur Entstehung von familiarem Brustkrebs hinreichbakannt sind, so kann man doch
die hier beschriebenen zentralen DNA-ReparaturgénRisikofaktoren etablieren. Der
grof3e Prozentsatz noch unbekannter Einflisse aufBdiusttumorgenese lasst sich
jedoch allein durch den Einfluss dieser Gene nazhtéren. Die Basis scheint hierfur
ein polygenetisches Geschehen auf der Grundlageitivedd Effekte von
Hochrisikogenen und weiteren Genen zu sein, diéersdbetrachtet flr nur einen
geringen Prozentsatz oder Giberhaupt nicht fir Brelks pradisponieren.

Es zeichnet sich ab, dass nicht nur die RekomloinstReparatur, sondern weitere
Reparaturmechanismen immer wichtiger werden. Werugatral agierende Proteine
wie Sensoren und Effektoren oder akzessorischeeiReotwerden als mdgliche
Kandidaten zunehmend interessanter. Tabelle 4 babthverschiedene DNA-
Reparaturgene und die zugehdrigen Reparaturmechamjsderen Genprodukte zur

Modulation des familidren Brustkrebsrisikos beigagdconnten.

61



Diskussion

Tab.4: DNA-Reparaturgene mit einem moglichen Esglauf die Entstehung von familiarem Brustkrebs.
BER=Basenexzisionsreparatur,
NER=Nukleotidexzisionsreparatur, NHEJ=Nicht-Homaedgnd-zu-End-Verknipfung, OCDDR=other
conserved DNA damage response-Gene, RKR=RekomiisaReparatur, SDDA=sensitivity to DNA

HR=Homologe

Rekomioimat

MMR=Mismatch-Reparatur,

damaging agents, (klassifiziert unter www.cgal.taldDNA_Repair_Genes.html, 2008).

Gen

RAD50

MRE11
RAD51

DSS1
XRCC3
KU70
(G22P1)
LIG4
XRCC4
CHEK1
ATR

RAD9
WRN

BLM

XRCC1

APEX
DDB2
(p48)
XPF
(ERCCA)
MLH1
MSH2
YH2AX

RRM2B
(P53R2)

Chromosom Funktion/Aufgabe Brustkrebs

5023.3

11g21
15q15.1

79213
14932.33
22013.2

13¢33.3
5014.2
11¢24.2
3023

11g13.2
8p12

15q26.1

19¢13.31

14g11.2
11p11.2

16p13.12

3p23.3
2p21
(H2AX
11¢23.3)
8022.3

ATPase im MRN-Komplex
(MRE11/RAD50/NBS1)

3’-Exonuklease

ATPase, Homologenpaarung

Assoziiert mit BRCA2

Reparatur von DNA-Briichen und -crosslinks

Bindung von DNA-Enden

Ligase

Ligase-akzessorischer Faktor

Effektor-Kinase fiir ATR

ATM-und PI-3K-Kinase, phosphoryliert FA-

Core-Komplex und ID-Komplex

PCNA-&hnlicher DNA-Schadens-Sensor

Werner-Syndrom-Helikase,

3’-Exonuklease

Bloom-Syndrom-Helikase, Stabilisierung unc

Neustart von Replikationsgabeln

Ligase-akzessorischer Faktor

Apurinische/apyrimidinische-Endonukkea

DNA-Bindung

5’-Inzision-Untereinheit

ATPase, assoziiert mit BRCA1, BRIP1NBL
Detektion Mismatch und Loop

Nach DNA-Schéadigung phosphorylierte

Histon-H2AX-Variante

p53-induzierbare kleine Untereinheit 2

Homolog Ribonukleotid-Reduktase

Reparaturweg

HR (RKR)

HR (RKR)
HR (RKR)

HR (RKR)
HR (RKR)
NHEJ (RKR)

NHEJ (RKR)
NHEJ (RKR)
OCDDR

OCDDR

ORD
SDDA

SDDA

BER

BER
NER

NER

MMR

MMR

Chromatinstruktur

Modulation des

Nukleoid-Pools

Referenz

Heikkinen et al., 2003
Walsh und King, 2007
Heikkinen et al., 2003
Kato et al., 2000

Teng et al., 2008
Gudmundsdottir et al., 200
Smith et al., 2003

Fu et al., 2003

Kuschel et al., 2002

Fu et al., 2003
Zhouduilledge, 2000

Tibbetts et al., 2000

Zhou und Elledge, 2000

Zhou und Elledge, 2000

Wirtenberg et al., 2006

Zhou und Elledge, 2000
Zhang und Powell, 2005

tiSatial., 2003
Sigurdson et al., 2004
Sigurdson et al., 2004
Ford, 2005

Smith et al., 2003

Zhou und Elledge, 2000
Zhou Witkdge, 2000
Zhang und Powell, 2005
Cahill et al., 2006
Tanaka et al., 2000
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Etliche Gene, die nicht von Wood et al. 2005 (alksiext im Februar 2008 unter
www.cgal.icnet.uk/DNA_Repair_Genes.html) als DNApRmturgene klassifiziert
wurden, sind mdoglicherweise auch in die Entstehuog Brusttumoren involviert.

Dafur spricht, dass ein relativ groRer Anteil (5%) den fir familiaren Brustkrebs
pradisponierenden Risikogenen von Polymorphismebildgt wird, die nicht den

DNA-Reparaturgenen zugehorig sind (siehe Abb.3). 19T, CASP8, TGFB1,

FGFR2, TOX3, MAP3K1, LSP1, um nur Einige zu nennagsitzen das Potential von
Risikogenen mit niedriger Penetranz (Szpirer ungirSg, 2007). PTEN beispielsweise
ist ein Gen, das fur die Entstehung des Cowden+®ymsl verantwortlich ist, STK11

verursacht das Peutz-Jeghers-Syndrom. BetroffenemiliBamitglieder dieser

hereditaren brustkrebsassoziierten Krebssyndronterhain bis zu 50% erhéhtes
Lebenszeitrisiko fur Brustkrebs. Die beiden Generdee mit hoher Penetranz
autosomal dominant vererbt. PTEN bedingt ein 2- Bbifach erhdhtes Risiko fur
Brusttumore und STK11 verursacht ein relativesiision RR=15 (Giardiello et al.,

2000; Waite und Eng, 2002).

3.4. Populationsgenetik

Fur 4-10% aller Brustkrebsfélle kann eine hereditdrsache mit klarem monogenen
Erbgang festgestellt werden. Etwa 20-25% der Rédken gehauft familiar auf, d.h. es
liegt eine genetische Pradisposition mit einem Kemgn polygenen Vererbungsmodus
vor. Eine klare Zuordnung kann in manchen Fallehwsr getroffen werden. Die

Prasenz von Keimzellmosaiken, Antizipation oderageisches Imprinting kénnen die
Vererbungsmodi modifizieren.

In 10-25% aller familidren Brustkrebsfélle sind ggsche Verdnderungen in den
Hochrisikogenen BRCA1 und BRCA2 nachweisbar (Bredsancer Linkage

Consortium, 1998; Anglian breast cancer study gr@g®0). Andere Autoren machen
diese DNA-Reparaturgene fur das Doppelte, fur 3@-4Qer Falle, oder mehr

verantwortlich (Lux et al.,, 2006; Walsh und KingQ). In der Literatur ist die

Datenlage zu prozentualen Verteilungsmustern set@inbeitlich. H&aufig sind es

Schatzwerte oder die Studiendesigns sind nicht imaibeler vergleichbar.

Unterschiedliche Definitionen und Screening-Methoderschweren zusatzlich die

Resumes. Schatzungen uber Familien mit einer gré®emahl von Brustkrebsfallen
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fallen oft zu hoch aus, wahrend populationsgestit@tudien zu niedrige Werte
erbringen. Viele frihere Brustkrebs-Studien fandeter unselektierten Bedingungen
statt, familidre und nichtfamilidre Brustkrebsfalleirden vermischt. In diesen Studien
muss man davon ausgehen, dass ein nicht unerheblielil sporadischer Natur ist und
eine Aussage Uber eine familiare Ursache nur Widelbehalt zu treffen ist. Innerhalb
familiar gehaufter Brustkrebsfalle waren manchal®tudesigns so angelegt, dass deren
Charakteristika oft nicht weiter unterschieden veerdkonnten. So kommt es vor, dass
die Mutationsraten von unselektionierten, pramensaken, familidren Brustkrebsfallen
und familidren Brust- und Ovarialkarzinomféllen gahen dem 5- und dem 20-fachen
differieren (Arver et al., 2000).

Angesichts der Tatsache, dass ungefahr 80% derefrranit Ovarialkarzinomen
BRCAL positiv sind, werden Frauen mit familiar aefenden Ovarialkarzinomen
vermehrt in die Testungen miteinbezogen. Dadurelgtstlie Zahl positiv detektierter
BRCAL1/2-Falle an. Demgegeniber jedoch sind nur BRRGA2 positiv.

Zur besseren Vergleichbarkeit und um der Einsclagkait fur die Diagnostik und
Therapie gerecht zu werden, definieren einige $tudhre Rahmenbedingungen
sinnvollerweise immer konkreter. Im Rahmen der Beln Multicenterstudie
.Familiarer Brust- und Eierstockkrebs” wurde folgen Klassifizierung fir
Risikofamilien vorgenommen (siehe Tab.5).

Tab.5: Risikoklassifikation fur familidren Brustrd Eierstockkrebs.

Einteilung der 6 Kategorien basierend auf familesghichtichem Hintergrund. Bilaterale
Mammakarzinome werden als 2 unabhédngige Falle hiettanHochrisikoklassifikationen sind die
Kategorien Al, A2 und B. Ein mittleres Malignomkisi besteht fiir Betroffene aus der Kategorie C, D

und E (modifiziert nach German Consortium for Héaagt Breast and Ovarian Cancer, 2002).

Al | Familien mit>2 Mammakarzinomen ureR Falle pramenopausal unter 50 Jahren

A2 | Familien mit mindestens einem méannlichen Betroffene

Familien mit>1 Mammakarzinom undl Ovarialkarzinom

Familien mit>2 Mammakarzinomen urel1 Fall pramenopausal unter 50 Jahfen

Familien mit>2 Mammakarzinomen nach dem 50. Lebensjahr

m|oO|O|®

1 Mammakarzinom vor dem 35. Lebensjahr
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Das Risiko fur BRCA1/2-Tragerinnen wird durch zuséhe genetische Faktoren
modifiziert (Antoniou und Easton, 2006). In derztenh Jahren wurden weitere DNA-
Reparaturgene wie TP53, ATM, CHEK2, NBS1 und dieGé&ne nachgewiesen, die
das Brustkrebsrisiko erhéhen. Trotzdem ist die thsaszon mehr als 60% aller familiar
gehauften Mammakarzinome noch unklar. Neben madwgen genetischen Effekten,
ist in verschiedenen Populationen der Einfluss Womgebungsfaktoren, die innerhalb
betroffener Familien geklustert auftreten kénnén gin erhdhtes Risiko relevant.

Epidemiologische Studien identifizierten eine groRehl brustkrebsinduzierender

Faktoren mit unterschiedlichem Risikoprofil (si€had.6).

Tab.6: Allgemeine und genetisch assoziierte Risiktufren fur Brustkrebs.
(Daten aus Dupont und Page, 1985; Byrne et al.5;188en et al., 1999; Arver et al., 2000; Vacek und
Geller, 2004; Hartmann et al., 2005).

Risikofaktor Relatives Risiko [-fach]
Gegenwartige Ernahrung und Alkoholkonsum 1,5-3,0
Kontrazeption 1,5-3,0
Nulliparitat oder Spaterstgebéarende 1,5-3,0
Stilldauer 1,5-3,0
Frihe Menarche oder spate Menopause 1,5-3,0
Hormonersatztherapie 1,5-3,0
Brusttumor invasiv 2-6
Mastopathie kein erhodhtes Risiko
Mastopathie + positive Familiengeschichte 2,7
Atypische duktale Hyperplasie 4-5
Atypische duktale Hyperplasie + positive Familiesggchte 11
Lobuléare Hyperplasie 4-5
Mammographie, dichtes Brustgewebe, pramenopausal 6 4-
Mammographie, dichtes Brustgewebe, postmenopausal -6 4

© S.Gerlinge

Neben Lifestyleeinflissen sind die Art der Brussdnigewebe und deren Wachstum
Pradiktoren fur ein erhohtes Risiko. Interessamges® sind Frauen mit verandertem
Brustdriisengewebe und einem familiaren Hintergrwedaus gefahrdeter als Frauen
ohne eine Brustkrebs-Historie. Die Mammographie iesw sich fir dichtes

Brustdriisengewebe unvorteilhafter als fir wenigehtés (Vacek und Geller, 2004). Es

gibt sogar Hinweise auf eine erbliche Komponentey(Bet al., 2002). Gegen einen
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genetischen Einfluss spricht jedoch, dass es l®&grefikanten Unterschiede zwischen
pra- und postmenopausalen Veranderungen gibt (MaaekKseller, 2004).

In unserer Gesellschaft sind praventive Mallnahmén die Mammographie, die
Hormonsubstitutionstherapie oder die prophylakesciMastektomie pra- und
postmenopausaler Frauen immer wieder GegenstantigdrefDiskussionen. Die
Modulation des familiaren Brustkrebsrisikos durckarknachweisbare genetische
Ursachen und durch Umweltfaktoren, mit und ohne liobbgm genetischen Potential,
préaferiert ein Multifaktorenmodell ohne Mendel-Edog.

Die auffallige Abhangigkeit erhobener Daten von Bepulationsdynamik unterstitzt
dieses Modell als Ausdruck einer komplexen Gen-Ulniméeraktion. Analysen in
kleinen Populationen haben den Nachteil, dassiser genetischen Drift unterliegen,
d.h. durch Zufallsabweichungen andert sich der tigatee Pool einer Population. Das
Mutationsrisiko einer genetischen Variante in alvgegten Founder-Populationen wie
die der Ashkenazi-Juden kann innerhalb des grofgegraphischen Genpools véllig
variieren. Ein Populationsgleichgewicht ist Uberhneee Generationen nur stabil, wenn
die Population grol3 genug ist. Neben weiteren KFaktowie Panmixie und
Neumutationen ist die soziale, gesellschaftlichd oredizinische Umwelt ein grol3er
Modulator der Genfrequenzen und Auspragung von Makamzinomen.

Der Einfluss von Umweltfaktoren wird jedoch noch nkovers diskutiert und
genetische Modelle rechnen mit einen Anteil voniggenals 10% (Jonker et al., 2003).
Bei geringer Penetranz und variabler Expressiveiaeine Beeinflussung durch nicht-
genetische Faktoren sehr wahrscheinlich. Es ishalesanzunehmen, dass neben
Umgebungsfaktoren und den Hochrisikogenen weiteeneGniedriger Penetranz
koexistent sind und das Risiko kumulieren. Ein iplikativer Effekt von

verschiedenen Faktoren ist absolut denkbar.
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4. Zusammenfassung

Die Voraussetzung fur die genomische Integritaeeidelle ist eine funktionierende
DNA-Reparatur. Bei deren Zusammenbruch kommt es Taimorgenese. In dieser
Arbeit wurde literarisch untersucht, welchen EisHuDNA-Reparaturgene auf das
Risiko fur die Entwicklung von familiarem Brustkiebehmen.

Basis fur die Brusttumorgenese ist eine defekteoRdnations-Reparatur. Zunehmend
treten auch andere, teilweise weniger erforschepakRaturwege in den Vordergrund.
Diese konnten miteinander sogar ein komplexes DfdRatur-Netzwerk bilden. Sind
deren Komponenten defekt, kommt es zur Brusttunmage. Heterozygote Trager einer
Mutation in den zentralen Genen haben dabei eirdheels Risiko fir familiare
Mammakarzinome. Biallele Trager entwickeln teilveeisehr spezifische hereditéare
Brustkrebssyndrome oder Brustkrebs-assoziierteditére Krebssyndrome.
Tragerinnen von Mutationen in den DNA-Reparaturgemait hoher Penetranz,
BRCA1, BRCA2 und TP53, haben ein zwischen 3- undfa2h erhohtes
Brustkrebsrisiko. Mutationstragerinnen von Genehmadriger Penetranz wie CHEK2,
ATM, NBS1 und die FA-Gene BRIP1 und PALB2 haben etwa 2- bis 5-faches
Risiko. Normvarianten der DNA-Reparaturgene kénsegar fir ein noch héheres
Risiko pradisponieren. Die Polymorphismen Uben reigelditiven oder dominant
negativen Effekt aus und modifizieren so das faireli Brustkrebsrisiko kumulativ.
Weiterhin wird dieses polygene Modell durch Umwaditbren moduliert, die das
Risiko zusatzlich erhéhen koénnen. Die modulierendeimflisse aller bislang
detektierten Risikofaktoren mussen jedoch immerdetiedurch neue genetische
Modelle evaluiert werden.

Die DNA-Reparaturgene sind fur etwa 30% aller fa@&mnédn Brustkrebsfélle
verantwortlich, der groRe Rest ist weiterhin unesgébt. Viele, bislang noch wenig
beachtete oder unbekannte DNA-Reparaturgene unde,Géie nicht als solche
klassifiziert sind, haben das Potential zum Riséo{ir Brustkrebs.

Nach heutigem Kenntnisstand handelt es sich beiEdgstehung von familiarem
Brustkrebs um ein multifaktorielles Geschehen auwfr dBasis polygenetischer

Veranderungen in den DNA-Reparaturgenen.
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