Technische Universitat Miinchen
Frauenklinik und Poliklinik

Klinikum rechts der Isar

Methylierungsanalysen des BRCA1-Gens
beim tripel-negativen Mammakar zinom

Christina Lutsch

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat fur Medizin
der Technischen Universitat Minchen
zur Erlangung des akademischen Grades eines Doktors der Medizin

genehmigten Dissertation.

Vorsitzende(r): Univ.- Prof .Dr. Ernst J. Rummeny

Prifer der Dissertation:
1. Prof. Dr. Alfons Meindl

2. Prof. Dr . Marion B. Kiechle

Die Dissertation wurde am 09.10.2014 bei der Technischen Universitat Minchen

eingereicht und durch die Fakultat fur Medizin am 04.05.2016 angenommen.



Meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis ...ccuvcciiiriicinrsins s ss s sssssnsansnas 6
1.Einleitung und Struktur der Arbeit..........cccvvicriinnennn 8
2.Theoretische Grundlagen.......cccvveciirmsnrssssssssasnannas 8
2.1. Allgemeines zum Mammakarzinom .............c.cenee. 8
2.2. Das tripel-negative Mammakarzinom (TNBC)....... 10
2.2.1. Definition ... 10
2.2.2. Abgrenzung TNBC von basal-like Mammakarzinomen 11
2.2.3. Kilinische Charakteristika des TNBC.................. 11
2.2.4. Therapieoptionen ......ccoviiiiiiiiiii i irneeas 13
2.3. Die KarzinOgeneSe .....vviiiiiiiiiiie i innneesnnnneens 14
2.4. Das BRCAL-GEN ..viiiiiiiiiiici i eieseeenenanennens 16
2.4.1. Aufbau und Funktion des BRCAl1-Gens............. 16
2.4.2. Karzinomhaufigkeiten bei Mutationstragerinnen 17
2.4.3. Assoziation von BRCA-1 und TNBC................... 17
2.5. Epigenetische Veranderungen des Erbguts........... 18
2.5.1. Methylierung .....coooiiiiii e 19
2.5.2. Mechanismen der Geninaktivierung durch Methylierung 20
2.5.3. Methylierung des BRCA1-GensS........cevvvivvvinnnnns 21
2.6. Aktueller Stand der Forschung zu Methylierungen des BRCA1-
Gens bei tripel-negativem Mammakarzinom................. 22
2.7. Fragestellungen der Arbeit.......c.ccovviiiiiiiiininnen. 24
3.Material und Methoden........cciiciviniesnssrns s snnansnas 25
3.1. Material....ccooiii 25
3.1.1. Das Patientenkollektiv ......cccooviiiiiiiiini 25
3.1.2. Die klinischen Daten........c.coviiiiiiiiiiiiiinienn, 26
3.1.3. Das analysierte DNA-Fragment ...............cee.e. 26
3.1.4.  PrimMer o e 27
3.1.5. Molekularbiologische Kits ........ccovviiiiiiiiiinnnn. 28
3.1.6. Gerate .o 29
3.1.7. Chemikalien ....cccooiiiiiiii i 29
3.1.8. LoOsungen, Puffer, Medien...........coviiviiiiiiinnnnn. 31
3.1.9. Bakterien ....cooviiiiiiiiiiii 32
3.1.10.  ENZYME e e 32
3.1.11. Verbrauchsmaterial .......cccoviiiiiiiiiii, 33
3.2. Methoden ... 34
3.2.1. Bisulfit-Konvertierung und Aufreinigung der DNA34
3.2.2. Herstellung einer 100% methylierten Kontroll-DNA 36
3.2.3. Methylierungsanalyse mit Hilfe des Lightcycler 480 Systems

36



3.2.3.1. Allgemeine Informationen zur High-Resolution Melting

ANAlY S i e 36
3.2.3.2.Der LC480 ANSatzZ ....ccvvviiiiiiiiiiii i enieea e 37
3.2.4. Direkte Sequenzanalyse nach Sanger .............. 38
3.2.5. Gelelektrophorese .......ccovviiiiiiiiiiiiiiiiea, 39
3.2.6. KIONIErUNG viiiiiiiiii e 40
3.2.6. 1. PriNZiD coeiiii i e 40
3.2.6.2.Herstellung der Agar-Platten...............ccooevene. 41
3.2.6.3.Durchflihrung der Klonierung..........ccoocvvvinennnn. 41
3.2.6.4.Selektion mittels Blau/WeiB-Screening............. 42
3.2.7. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

........................................................................................ 44
3.2.7.1.Prinzip der MLPA-Analyse .........coovviviiiiviinnnnnn. 44
3.2.7.2.Rechnerische Auswertung der Daten................ 46
3.2.7.3.Durchfihrung der MLPA-Analyse ...........c.ccvenns 47
3.2.8. DNA-Isolation aus Blut.........ccviiiiiiiiiiinnnnn, 48
3.2.9. Methoden der statistischen Auswertung ........... 49

4.ErgebnisSsSe..cccciiciiiiiii i i r s nnannan 51
4.1. Ergebnisse der Experimente .......cccvvvviiiiiiiinnen, 51
4.1.1. Methylierungsanalysen am Lightcycler............. 51
4.1.2. KIONIIUNG +iiiiiiiiii i anee e aneas 53
4.1.3. Veranderungen der Kopienanzahl im Bereich des BRCA1-

T 0 54

4.2. Statistische Auswertung der klinischen und der experimentell
erhobenen Daten......ccoviiiiii e 57
4.2.1. Deskriptive Statistik .....cccoviviiiiiiiiiiee 57
4.2.2. Kaplan-Meier-Analysen .....ccooviiiiiiiiiiiiiiinnnnen. 60

4.2.2.1.Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtkollektivs fur das
rezidivfreie Intervall und das Gesamtuberleben.60
4.2.2.2.Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtuberlebens mit

verschiedenen Faktoren .........ccooviviiiiiiiiinnnnn, 62
4.2.3. Auswertung der klinischen Daten im Hinblick auf den
Methylierungsstatus.........coooviiiiiiiiiiic i 66
4.2.4. Auswertung der klinischen Daten in Hinblick auf die
Kopienanzahlveranderungen des BRCA1-Gens ..... 70
4.2.5. COX-Regression.....ccceiiiiiiiiiiiiieiiie i enanns 72
5. DiSKUSSION 1.cuiiiiiirssssrssssansssa s ssanssssnnssansssnnssnnnnnns 76
5.1. Pravalenz der BRCA1-Promotormethylierung im tripel-
negativen Patientenkollektiv ........cccoviiiiiiiiin, 76
5.2. Zusammenhang der Methylierung mit anderen klinischen und

pathologischen Faktoren.........ccovviiiiiiiiiiiiic i 78



5.3. Assoziation der Promotormethylierung mit einem LOH 79
5.4. Auswirkungen der BRCA1-Methylierung auf die Prognose der

BetroffENEN. ..o e 80

5.5. Neue Substanzen flir BRCA1-defizente Tumoren...83
5.6. Schlussfolgerung .....cccoviiiiiiiiiic 84
ZusammenfassSUNg...cccvirrinmmransmsssansssanssssnsssansssnnssnnnns 85
DankSagUNQ ...ccureiiiemrranmmransmsnsmsnsmsansssanssssnsssnnsssnnssnnnnnnns 87
Literaturverzeichnis......ccciiiieciininscrns s snssn s nssn s ssnnnnnnnns 88
Tabellenverzeichnis ......ccvviiiiccssiinnninsnns s s s s sssssrs s s anas 95
Abbildungsverzeichnis .....cciccciiciiic i s inss s sns s s rr s snnans 96

N 5 1 = T o T 97



Abkiirzungsverzeichnis

A

Aqua dest.
Bp

BRCA1
BRCA2

C

CMF

CpG
CR
DNA
DNMTs
dNTP
EC
EDTA
EGFR

FEC

forw.

HER2
HDF
hMLH1
HR
HRM
IPTG
kb

kDa

Desoxyadenin-5'-Monohosphat

Aqua destillata

Basenpaare

Breast cancer susceptibility gene 1

Breast cancer susceptibility gene 2
Desoxycytidin-5’-Monophosphat

Chemotherapie mit Cyclophosphamid, Methotrexat,
Fluorouracil

Dinukleotid aus einem Cytosin- und einem Guanin-Rest
Komplettremission

Desoxyribonukleinsaure (engl.: desoxyribonucleic acid)
DNA-Methyltransferasen
Desoxyribonukleosidtriphosphate

Chemotherapie mit Epirubicin und Cyclophosphamid
Ethylendiamintetraacetat

Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (engl. epidermal
growth factor receptor)

Chemotherapie aus  Fluorouracil,  Epirubicin  und
Cyclyphosphamid

vorwarts (engl. forward)

Desoxyguanin-5’-Monophosphat

Erdbeschleunigung (engl. gravity)

Humaner epithelialer Wachstumsfaktorrezeptor 2

High Dye Formamid

human mutL homolog 1

Hazard Ratio

High resolution melting
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

kilobasen

Kilodalton



LOH

MLPA
mMRNA
MS-HRM
MSP
NHEJ
OP

pCR
PCR

rev.
rpm
SAS
SpSs
T

TAE-Puffer

TNBC

x-gal

Verlust eines Allels (engl. loss of heterozygosity)

Molar

Multiplex ligation-dependent probe amplification
Boten-Ribonukleinsaure (engl.: messenger RNA)
Methylation-sensitive high resolution melting

Methylation specific RCR

Non-homologous end-joining

Operation

pathologische Komplettremission
Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain
reaction)

rickwarts (engl. Reverse)

Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions per minute)
Statistical Analysis Systems

Statistical package for the social sciences
Desoxythymidin-5’-Monophosphat

Tris- Acetat- EDTA-Puffer

Tripel-negatives Mammakarzinom (engl. Triple-negative
breast cancer)

Desoxyuracil-5’-Monophosphat

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid



1.Einleitung und Struktur der Arbeit

Die vorliegende Arbeit ist als Dissertation im Fach Medizin an der
Technischen Universitat Minchen angefertigt worden. Ihre Erstellung
erfolgte in Zusammenarbeit mit der Frauenklinik und der Pathologie des
Klinikums rechts der Isar. Thema dieser Arbeit ist die
Methylierungsanalyse des BRCA1-Gens beim tripel-negativen
Mammakarzinom.

Die Arbeit gliedert sich in 5 Kapitel. Der Einleitung schlieBt sich das Kapitel
Uber die theoretischen Grundlagen und die Fragestellungen der Arbeit an.
In Kapitel 3 werden die verwendeten Materialien aufgelistet und die
Methoden dargestellt. Daraufhin werden in Kapitel 4 die Ergebnisse der
Experimente sowie der Prifstatistik dargelegt. Im abschlieBenden 5.
Kapitel erfolgt die Diskussion der Ergebnisse und Einordnung in den Stand
der Forschung. AbschlieBend ist eine Zusammenfassung der wichtigsten

Aspekte der Arbeit angeflgt.

2.Theoretische Grundlagen

2.1. Allgemeines zum Mammakarzinom

Das Mammakarzinom hat mit weltweit Gber einer Million Neuerkrankungen
pro Jahr die hdchste Inzidenz der malignen Tumoren bei Frauen. Allerdings
bestehen bezlglich der Neuerkrankungsrate einzelner Lander erhebliche
Unterschiede. In Entwicklungslandern tritt Brustkrebs selten auf,
wohingegen in westlichen Industrieldandern wie Deutschland jede achte
Frau im Laufe ihres Lebens an diesem Tumor erkrankt (Robert-Koch-
Institut, 2012). Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass die
geografischen und ethnologischen Unterschiede Folge der

unterschiedlichen Lebens- und Ernahrungsgewohnheiten sind.



Im Jahr 2008 wurde in Deutschland bei 71 660 Frauen ein maligner Tumor
der Brustdrise diagnostiziert (Robert-Koch-Institut, 2012). Bei jeder
zweiten Erkrankten tritt das Mammakarzinom vor dem 65.Lebensjahr auf,
bei jeder zehnten Patientin sogar vor dem 45. Geburtstag, also in einem
Alter, in dem die meisten anderen bdsartigen Tumorerkrankungen nur sehr
selten entstehen (Robert-Koch-Institut, 2012). AuBerdem kommen dem
Brustkrebs die meisten krebsbedingten Todesfalle bei Frauen zu. Laut
Robert-Koch-Institut (2012) starben 2008 in der Bundesrepublik 17.209
Frauen und 136 Manner an einem Mammakarzinom. Unter dem Begriff
Mammakarzinom ist eine sehr heterogene Gruppe von Tumoren
zusammengefasst, die sich unter anderem hinsichtlich ihrer Histologie,
ihrem klinischen Verhalten und ihrer Prognose deutlich voneinander
unterscheiden.

Histologisch werden die malignen Brusttumoren je nach Ursprungsgewebe
in das duktale, das mit 70- 80% das haufigste invasive Karzinom der
Brust darstellt, sowie das lobuldare (ca.10%) und seltene Entitaten wie das
medullare, das tubuldare, das muzindse oder das papillare Karzinom
unterteilt (Kiechle, 2007).

Die Stadieneinteilung erfolgt nach der fir Tumoren Ublichen TNM-
Klassifikation, wobei T flr die TumorgréBe, N flir den Nodalstatus und M
fir die Fernmetastasierung steht. Eine detaillierte Stadieneinteilung der
Mammakarzinome ist in Lehrblichern der Gynakologie zu finden (Kiechle,
2007).

Neben dem Alter der Patientin, der TNM-Klassifikation, dem histologischen
Typ und dem Grading, also dem Grad der Differenzierung der Tumorzellen,
sind der Steroidrezeptorgehalt und der HER2 (humaner epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptor 2)-Status des Tumors wichtige prognostische
Faktoren, mit denen der Krankheitsverlauf abgeschatzt und eine
Vorhersage Uber Rezidivwahrscheinlichkeiten und Mortalitaten gegeben
werden kann (Harbeck et al., 2002). Welche Bedeutung die Ausbildung
eines tripel-negativen Brusttumors flr die Patientin hat, soll im Abschnitt

2.2 dargelegt werden.



2.2. Das tripel-negative Mammakarzinom (TNBC)

2.2.1. Definition

Da Ostrogen und Progesteron (iber zelluldre Rezeptoren stimulierend auf
das Wachstum von normalen sowie von einigen malignen
Brustdrisenzellen wirken und dem medikamentds entgegengesteuert
werden kann, wird routinemaBig bei jedem Mammakarzinom der
Steroidhormonrezeptorgehalt des Tumors bestimmt. Immunhistochemisch
werden semiquantitativ. durch Untersuchung am Kryostat- oder
Paraffinschnitt mit Hilfe von Antikérpern der Ostrogen- und der
Progesteronrezeptorgehalt der Zellkerne gemessen (Bdcker W. , 2004).
Zeigen mehr als 1% der Tumorzellkerne die flr das verwendete
Chromogen typische Anfarbung, wird der Tumor als rezeptorpositiv
gewertet (Hammond et al., 2010).

Ein weiterer routinemaBig bestimmter Parameter ist der sog. HER2/NEU-
Status des Mammakarzinoms. Das HER2/NEU-Gen kodiert fir einen
Wachstumsfaktorrezeptor und ist bei ca. 25-30% der invasiven
Mammakarzinome amplifiziert (Kiechle, 2007). Diese Uberexpression fiihrt
zu einer entsprechenden Wachstumsstimulation der Tumorzellen. Klinisch
prasentieren sich HER2/NEU positive Karzinome als hochmaligne, wobei
sie gut auf die Gabe von Trastuzumab, einem monoklonalen Antikérper
gegen den Uberexpremierten Rezeptor, in Kombination mit einer
systemischen Chemotherapie ansprechen (Bécker W. , 2004).

Ist ein Tumor nun beziglich Ostrogen- und Progesteronrezeptoren negativ
und zeigt zudem keine Uberexpression des HER2/NEU-Gens wird er als
Jtripel-negativ® bezeichnet. Diese Gruppe von Tumoren zeigt ganz
typische klinische Merkmale, die im Abschnitt 2.2.3 erldutert werden.
Zuvor soll noch eine begriffiche Abgrenzung der tripel-negativen
Karzinome zu den ,basal-like® Mammatumoren vorgenommen werden, da
diese beiden Subgruppen sich in vielen Aspekten ahneln, und tatsachlich

auch die Mehrzahl der ,basal-like" Tumore tripel-negativ sind.
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2.2.2. Abgrenzung TNBC von basal-like Mammakarzinomen

Die Abgrenzung der tripel-negativen Karzinome von den basal-like
Mammakarzinomen wurde detailliert in Sorlie et al. (2001) untersucht. Die
sog. ,basal-like® Mammakarzinome, die ihren Namen der Ahnlichkeit ihres
Genexpressionsmusters mit den basalen, myoepithelialen Zellen der Brust
verdanken, zeigen einige Gemeinsamkeiten mit den tripel-negativen
Tumoren, dennoch sollten laut dieser Studie die Begriffe basal-like und
tripel-negativ nicht synonym verwendet werden. Ein GroBteil der basal-
like Karzinome ist zwar tripel-negativ, und somit in dem Kollektiv der
tripel-negativen Karzinome zu finden, bei Expressionsanalysen findet man
aber zudem eine vermehrte Expression von Zytokeratinen der basalen
Zellen und des EGFR (epidermal growth factor receptor), was sie zu einer
eigenstandigen Subgruppe macht. Ein kleinerer Part der basal-like
Tumoren zeigt das typische basale Expressionsmuster, ist aber nicht tripel-
negativ, woraus sich eine gemeinsame Schnittmenge der tripel-negativen
und der basal-like Tumoren ergibt.

Die angesprochenen Gemeinsamkeiten der tripel-negativen und der basal-
like Tumoren sind daridber hinaus auch im klinischen Erscheinungsbild zu
finden. Sie zeigen beispielsweise ebenfalls ein sehr aggressives
Wachstumsverhalten, hohes histologisches Grading und ein frihes
Erkrankungsalter.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Tumorproben nicht nach
Zytokeratinexpressionsmustern untersucht, wodurch in dem behandelten
Kollektiv der tripel-negativen Karzinome moglicherweise eine Vielzahl von

basal-like Tumoren zu finden sind.

2.2.3. Klinische Charakteristika des TNBC

Mit knapp 15% an der Gesamtzahl der Mammakarzinome stellt das tripel-
negative eine relativ kleine, aber sehr heterogene Subgruppe der
Brusttumoren dar (Daudt et al.,, 1996; Sorlie et al.,, 2001; Sorlie et al.,
2003). Patientinnen mit TNBCs haben eine relativ schlechte Prognose, was
sich deutlich daran zeigt, dass, obwohl nur ca. 15% aller malignen
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Brusttumoren tripel-negativ sind, Uberproportional viele
Mammakarzinomsterbefalle Frauen sind, die an einem solchen Tumor
gelitten haben (Schneider et al., 2008).

TNBCs werden deutlich haufiger bei der klinischen Untersuchung oder
Selbstpalpation der Brust entdeckt, als durch die Mammografie oder
Ultraschall, was ihr aggressives und schnelles Wachstum belegt (Dent et
al., 2007). Dadurch sind diese Tumoren bei Erstdiagnose auch meist
groBer als andere Mammakarzinome. Beim histologischen Grading werden
sie Uberdurchschnittlich oft als schlecht- bzw. undifferenziert (G3)
eingestuft (Dent et al., 2007). Zudem sind Patientinnen mit einem TNBC
bei Erstdiagnose jlinger als der Durchschnitt aller Patientinnen mit
Brustkrebs. 2008 lag das mittlere Erkrankungsalter flr Brustkrebs in
Deutschland bei 65 Jahren (Robert-Koch-Institut, 2012). In allen grof3
angelegten TNBC-Studien lag das mittlere Erkrankungsalter bei TNBC-
Patientinnen deutlich darunter, und zwar je nach Studie zwischen dem
53.und 55. Lebensjahr (Bauer et al., 2007; Dent et al., 2007; Pogoda et
al., 2013).

Die Wahrscheinlichkeit einen positiven Nodalstatus zu haben folgt beim
Mammakarzinom grundsatzlich der TumorgréBe. Kleinere Tumore sind also
seltener mit tumorbefallenen Lymphknoten assoziiert, als groBe
Raumforderungen. Bei den tripel-negativen Tumoren kann man diesen
Zusammenhang allerdings nicht nachweisen. Schon kleine TNBCs sind
haufig nodalpositiv (Dent et al., 2007).

Betrachtet man die Follow-up Daten der groBen Studien, fallt auf, dass das
TNBC mit einer hohen Rezidivrate in den ersten drei Jahren nach initialer
Therapie vergesellschaftet ist, zusammen mit einem klrzeren rezidivfreien
Intervall als beim Mammakarzinom allgemein. Wenn Fernmetastasen
auftreten, sind diese in erster Linie in Gehirn und Lunge zu finden,
seltener in Knochen oder Leber. Daftr treten nach den ersten drei Jahren
nach Therapie kaum noch Rezidive auf (Dent et al., 2007). Obwohl tripel-
negative Karzinome sehr chemosensitiv sind, haben sie dennoch eine

schlechte Prognose mit einer hohen Rate an tumorbedingten Sterbefallen
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(Liedtke et al., 2008). Welche Therapieoptionen einer Patientin mit einem
TNBC derzeit angeboten werden kdnnen, wird im nachsten Abschnitt

erlautert.

2.2.4. Therapieoptionen

Als Basis der Therapie aller nicht fortgeschrittenen Mammakarzinome wird
die operative Entfernung des Tumors angesehen, wobei - unter
Berlicksichtigung bestimmter Kriterien - entweder eine Mastektomie
durchgeflihrt werden kann, oder eine brusterhaltende Tumoroperation mit
anschlieBender Bestrahlung moglich ist. Hinsichtlich des Uberlebens sind
beide Strategien als gleichwertig anzusehen (Early Breast Cancer Trialists'
Collaborative Group, 1995). Dabei ist die Exzision im Gesunden (R0O) mit
einem minimalen Resektionsrand von 1mm essenziell wichtig fur die
Prognose der Patientin (AWMF, 2012), da ein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Resektionsstatus und der Lokalrezidivrate besteht
(Houssami et al.,, 2010). Ebenfalls sollte wahrend der Operation der
Sentinel Lymphknoten aufgesucht und pathologisch untersucht werden
und bei Tumorbefall gegebenenfalls eine Axilladissektion angeschlossen
werden (Kuehn et al., 2005).

Je nach Steroidrezeptorstatus folgt eine antihormonelle Behandlung.
HER2/NEU-amplifizierte Tumoren werden zusatzlich mit Tastuzumab,
einem  monoklonalen  Antikérper gegen den Uberexpremierten
Wachstumsfaktorrezeptor behandelt. Diese auBerst  wirksamen
Therapieansétze sind bei Patientinnen, deren Tumor weder Ostrogen- oder
Progesteronrezeptoren noch einen positiven HER2/NEU-Status zeigen,
obsolet. Derzeit steht den TNBC-Patientinnen als einzige medikamentodse
Option die Chemotherapie zur Verfigung. Anthrazykline und Taxane gelten
momentan als die wirksamsten Substanzen in der Therapie dieses
malignen Brustkrebses (AWMF, 2012; Liedtke et al., 2008; Carey et al.,
2007; Rouzier et al.,, 2005). In diesem Zusammenhang formulierte Gluz
2009 das TNBC-Paradoxon, welches besagt, dass TNBC-Patientinnen ein

sehr gutes Ansprechen auf Chemotherapeutika mit hohen komplett-
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Remissions (CR) -Raten zeigen, insgesamt aber trotzdem kirzere
Uberlebensdaten haben als nicht-TNBC-Patientinnen. Die Frauen, die nach
der Chemotherapie eine pCR zeigen, haben eine exzellente Prognose.
Diejenigen, bei denen noch Tumorresiduen nachweisbar sind, haben ein
signifikant kiirzeres Uberleben als Patientinnen mit &hnlicher Situation, die
nicht an einem TNBC leiden (Gluz et al., 2009).

FUr diese Patientinnen, die nach Chemotherapie nicht in Remission sind
und deshalb verglichen mit nicht-TNBC-Patientinnen eine sehr schlechte
Prognose haben, muss auf molekularer Ebene nach spezifischen
Charakteristika gesucht werden, um ihnen neue erfolgsversprechende
Therapieoptionen anbieten zu kénnen.

Um Tumore molekulargenetisch zu untersuchen und Unterschiede
zwischen den TNBCs zu finden, ist es wichtig, die Tumorentstehung zu

kennen.

2.3. Die Karzinogenese

Ursachlich flr die Krebsentstehung im Allgemeinen ist entweder eine
Aktivierung von Onkogenen oder eine Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen. Onkogene sind zelluldre Gene, die aus einem
Protoonkogen durch Mutationen entstehen, und so einen Zugewinn an
Funktion (gain of function) erhalten. Die Genprodukte der Onkogene
kénnen die Transformation einer Zelle zu einer Krebszelle mit
unkontrolliertem Wachstum bedingen. Sie sind unter anderem an
Transportprozessen, Signaltransduktionswegen und bei der Proliferation
der Zelle beteiligt. Bei Mutation oder Translokation, wobei das Onkogen
unter die Kontrolle einer aktiven Promotorsequenz gerat, kann es zu einer
konstitutiven Aktivierung des Gens und damit zu einer Uberfunktion des
entsprechenden Signalweges kommen. Typische Onkogene kodieren zum
Beispiel fur Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktor-Rezeptoren,
Transkriptionsfaktoren, Zellzyklusregulatoren oder Rezeptortyrosinkinasen.

Onkogene haben auf zellularer Ebene einen dominanten Effekt, das heil3t

14



eine Mutation auf einem Allel gentgt, um eine Veranderung des
Phanotypes zu bewirken (Schaaf, 2007).

Tumorsuppressorgene sind ebenfalls zelluldare Gene, die in gesunden
Zellen aktiv sind, deren Genprodukte das Zellwachstum, die Proliferation
bzw. den Fortschritt im Zellzyklus (sog. Gatekeeper-Gene) kontrollieren,
die Zelle gegebenenfalls in Apoptose schicken, oder die genetische
Stabilitdt durch DNA-Reperaturmechanismen (sog. Caretaker-Gene)
sichern. Eine Mutation in einem Tumorsuppressorgen, die zu
Funktionsverlust (loss of function) fuhrt, beglinstigt somit unkontrolliertes
Zellwachstum und -teilung und damit die Tumorentstehung (Deininger,

1999). Tumorsuppressorgene verhalten sich auf zellularer Ebene rezessiv,

)|
) |

sporadisch

=> >

comird
(EEE NN

Inaktivierung Inaktivierung des
normales Chromosom eines Allels zweiten Allels
—
=

hereditar E>

(

Inaktivierung Inaktivierung des
eines Allels zweiten Allels

Abb. 1: 2-Hit-Hypothese von Knudson. Eigene Darstellung.

das heiBt, es mlssen beide Allele defekt sein, damit die Zelle zu einer
Tumorzelle transformiert (,second hit-Hypothese", Knudson (1971)). Das
erste Ereignis, welches zum Funktionsverlust eines Allels fihrt, ist meist
eine Keimbahn- oder eine sporadische Mutation. Solange das andere Allel
aber normal arbeitet, kommt es nicht zur Tumorentstehung. Erst wenn ein
2. Ereignis (sog. second hit) eintritt und damit auch das verbleibende Allel

funktionsunfahig wird, entsteht ein Tumor (siehe Abbildung 1).
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Das zweite Ereignis kann eine weitere sporadische Mutation oder eine
epigenetische Veranderung, wie z.B. eine geninaktivierende Promotor-
Hypermethylierung, sein.

Bei erblichen Fallen kommt ein mutiertes Allel aus der Keimbahn eines
Elternteils, was dazu flhrt, dass der Nachkomme in jeder Kdrperzelle nur
noch ein funktionierendes Allel aufweist. Die Wahrscheinlichkeit, dass
durch somatische Mutation oder epigenetische Mechanismen das gesunde
Allel ausgeschaltet wird, ist drastisch erhéht, was auch das frihere

Auftreten der erblichen Tumoren erklart(M. Jungck, 1999).

Eines der Tumorsuppressorgene ist das BRCA1-Gen, welches unter

anderem bei der Entstehung von Brustkrebs eine Rolle spielen kann.

2.4. Das BRCA1l-Gen

2.4.1. Aufbau und Funktion des BRCA1-Gens

GroB angelegte Studien zeigten, dass Verwandte 1.Grades von
Patientinnen mit Brustkrebs etwa doppelt so haufig ebenfalls ein
Mammakarzinom entwickelten, wie Frauen ohne positive
Familienanamnese. Dies legte die Vermutung nahe, dass erbliche Faktoren
eine Rolle spielen kdnnten.

Im Jahr 1990 wurde von der Forschergruppe um J.M. Hall das erste dieser
Pradispositionsgene flr den Brustkrebs entdeckt und BRCA1l (breast
cancer genel) genannt (Schaaf, 2007). Es liegt auf dem langen Arm des
Chromosoms 17q (17921) und ist flir ca. 3% aller Mammakarzinome
verantwortlich. Ebenso viele Tumore bedingt das 1994 von Stratton und
Wooster (Institute of Cancer Research, UK) entdeckte BRCA2-Gen (Miki et
al., 1994).

Das BRCA1-Gen erstreckt sich uUber 81kb und untergliedert sich in 24
Exons, von denen 22 fir das Protein kodieren. Das mRNA-Transkript ergibt
nach der Translation ein 1863 Aminosduren groBes Protein mit einem

Molekulargewicht von 220kDa. Die Produkte der BRCA Gene finden sich
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vor allem in sich teilenden Zellen und konnten in Gewebe von Mamma,
Ovar, Thymus und Testes nachgewiesen werden (Miki et al., 1994). Beide
Gene kodieren flur Proteine, die an der Zellzykluskontrolle beteiligt sind
und an DNA-Reparaturmechanismen teilnehmen. BRCA1 repariert mittels
homologer Rekombination und non-homologous end-joining (NHEJ) DNA-

Doppelstrangbriche.

2.4.2. Karzinomhaufigkeiten bei Mutationstragerinnen

Ca. 5-10% aller Brustkrebsfalle sind auf genetische Mutationen
zurlckzuflihren (Daudt et al., 1996). Keimbahnmutationen in den breast
cancer susceptibility genes (BRCA1 und BRCAZ2) sind flir den GroBteil der
vererbten Mammakarzinome verantwortlich. In Familien, in denen gehauft
Brustkrebs auftritt, sind in 15-45% Keimbahnmutationen im BRCA1l
gefunden worden. Bei familidarem Auftreten von Mamma- und
Ovarialkarzinomen sind sogar 60-80% der Frauen von geerbten
Mutationen im BRCA1l-Gen betroffen. Die Tragerin einer Mutation im
BRCA1-Gen hat ein Lebenszeitrisiko von 60-80% (Easton et al., 1993)
einen Brusttumor und 20-40% Risiko ein Ovarialkarzinom (Easton et al.,
1995) zu entwickeln.

Das BRCA2-Gen zeigt bei Mutation ahnliche Lebenszeitrisiken fir Brust-
(60-85%) und Ovarialkrebs (10-20%) wie das BRCA1-Gen, es wurde
allerdings auch mit einem gehauften Auftreten von Prostata-, Pankreas-,
Darm-, Gallenblasen-, Gallengangs-, Magen- und schwarzem Hautkrebs in

Assoziation gebracht (The Breast Cancer Linkage Consortium, 1999).

2.4.3. Assoziation von BRCA-1 und TNBC

Betrachtet man die Tumoren der BRCA1-Mutationstragerinnen, sind diese
haufiger tripel-negativ als die Karzinome von Frauen mit einem Wildtyp
BRCA1-Gen (Byrski et al., 2008; Li et al., 2008; Musolino et al., 2007). Ca.
70% der BRCA1l- mutierten Tumore sind vom tripel-negativen Subtyp,
aber nur rund 15% im Gesamtkollektiv (Lakhani et al., 2005; Foulkes et

al., 2003). Zudem ahneln sich die BRCAl-assoziierten Tumoren und die
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sporadischen tripel-negativen in ihrem biologischen Verhalten und ihrer
Prognose. Verglichen mit BRCA1-Wildtyp TNBCs tritt die Erkrankung bei
Patientinnen mit BRCA1-Mutation noch friher auf (Gonzalez-Angulo et al.,
2011). Hinsichtlich des Gradings, der Histologie und des Nodalstatus
verhalten sich beide Gruppen sehr ahnlich.

Patientinnen mit BRCA1-mutierten Mammatumoren haben ohne adjuvante
Chemotherapie eine hdhere tumorbedingte Sterblichkeit als sporadische
Brustkarzinome (Bordeleau et al., 2010). Werden diese Tumoren allerdings
mit der passenden Chemotherapie behandelt, zeigen Patientinnen mit
BRCA1-Mutation eine signifikant bessere 5-Jahres-Uberlebensrate und ein
langeres rezidivfreies Intervall als Frauen ohne diese Genveranderung
(Gonzalez-Angulo et al., 2011; Lee et al., 2011).

Einige Studien haben erbracht, dass bei einem Teil der TNBCs, die vom
Phanotyp und dem klinischen Verhalten her BRCA1-mutiert sein kdnnten,
bei denen aber bei Testung keine Mutation gefunden werden konnte, das
BRCA1-Gen durch andere Mechanismen abgeschaltet sein kénnte (Turner
and Reis-Filho, 2006; Turner et al., 2007). Zum Beispiel kdnnen
epigenetische Veranderungen des Erbguts Gene abschalten (Esteller,

2008) ohne dass eine Mutation vorliegen muss.

2.5. Epigenetische Veranderungen des Erbguts

Unter Epigenetik versteht man Vererbung von Zelleigenschaften, die von
der eigentlichen DNA-Sequenz unabhangig sind.

Heutzutage sind verschiedene epigenetische Mechanismen bekannt. Zu
den Wichtigsten gehdéren zum einen die Methylierung der DNA, welche
eine zentrale Rolle bei der Expression von Genen spielt und zum anderen
die Modifikation der Histone, die den Kondensationsgrad des Chromatins
und damit ebenfalls die Steuerung der Genexpression beeinflusst (Schaaf,
2007). Da die Methylierung im Mittelpunkt dieser Arbeit steht, wird diese

im Anschluss ausfuhrlich behandelt, fur weitere Informationen zu anderen
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epigenetischen Veranderungen wird auf Lehrblcher der Humangenetik

verwiesen.

2.5.1. Methylierung

Unter DNA-Methylierung versteht man das kovalente Anfligen von
Methylgruppen an die 5-Carbonposition einer Cytosinbase. Beim Menschen
sind 6 verschiedene DNA-Methyltransferasen (DNMTs) bekannt. Am
wichtigsten sind die Isoformen 1 und 3, da ihr Fehlen schon in der
Embryonalentwicklung zu erheblichen Stérungen fuhrt (Knippers, 2006).
Die DNMT-1 folgt dem Replikationskomplex und fugt Methylgruppen an
den neusynthetisierten DNA-Strang an, wenn der abgelesene Strang auch
eine Methylierung enthalt. Sie ist also flr die Erhaltung von
Methylierungen zustandig (Knippers, 2006). Die DNMT-3a/3b bindet
Methylgruppen an Cytosinbasen, die vorher unmethyliert waren. Sie ist
damit fir Neumethylierungen verantwortlich. Unter Zuhilfenahme von S-
Adenosylmethionin als Methylgruppendonor  fligen die DNA-
Methyltransferasen Methylgruppen fast ausschlieBlich an Cytosinbasen an,
die in der 5'-CpG-3 " Basenabfolge vorliegen. Die Verteilung dieser CpG-
Inseln variiert innerhalb des menschlichen Genoms stark. Wahrend wenige
CpG Dinukleotide Uber das gesamte Genom verteilt sind, kommt es bei
mehr als 50% aller menschlichen Gene zu einer stromaufwarts gelegenen
CpG Dinukleotidhdaufung (Lander et al., 2001; Venter et al.,, 2001).
Normalerweise sind diese CpG-Inseln im Promotorbereich der zu
transkribierenden Gene unmethyliert (Antequera and Bird, 1993). Eine
Methylierung an dieser Stelle bedeutet eine Inaktivierung der
Transkription (Stefansson et al., 2011). Physiologisch kommt diese Art der
Stilllegung von Genen als dauerhafte MaBnahme zum Beispiel bei der

Ausschaltung des 2. X-Chromosoms bei Frauen vor.
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2.5.2. Mechanismen der Geninaktivierung durch Methylierung

Wie beeinflusst eine Methylgruppe nun die Transkription? Nach heutigem
Wissensstand sind verschiedene Mechanismen daran beteiligt. Zum einen
kommt es durch Methylierung in der Promotorsequenz zur Verdrangung
von Transkriptionsfaktoren, die normalerweise an die betroffene Sequenz
binden wirden (Watt and Molloy, 1988). Ein anderer Mechanismus ist,
dass die Methylierung eine Bindung von Proteinen, mit sogenannten
Methyl-CpG-Bindedomanen induziert, die eine erhdhte Affinitat fur
methylierte DNA aufweisen. Diese Proteine rekrutieren wiederum
Moleklile, die die Transkription blockieren und durch Modifikation von
Histonen zu einer Verdichtung des Chromatins und damit ebenfalls zur

Inaktivierung fihren (Boyes and Bird, 1991).

(d)

Abb. 2: Mechanismen Methylierungs-vermittelter Genrepression. (a) direkte
Inhibition der Transkription durch Verhinderung der Bindung von Transkriptionsfaktoren
(TF) (b) Proteine mit Methyl-CpG-Bindedomdnen (MBP) binden an methylierte DNA und
rekrutieren verschiedene Molekile, die die Transkription verhindern und die
Chromatinstruktur beeinflussen kdénnen (c) Zusatzlich kdénnen DNMTs mit Histon-
methylasen (HMT) und Histondeacetylasen (HDAC) verknUlipft sein, wobei DNA methyliert
wird, die durch Histonmodifikation bereits reprimiert ist. (d) Eine Methylierung im Gen
kann ebenfalls durch Veranderung der Chromatinstruktur und Bindung von Methyl-CpG-

Bindeproteinen zur Inaktivierung fiihren (Klose and Bird, 2006).
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Eine Methylierung im Gen kann ebenfalls durch Veranderung der
Chromatinstruktur und Bindung von Methyl-CpG-Bindeproteinen zur
Inaktivierung fahren. AuBerdem kénnen DNMTs mit Histon-
modifizierenden Molekillen interagieren und damit ebenfalls die
Transkription hemmen. Abbildung 2 veranschaulicht die verschieden
Mdglichkeiten der Inaktivierung von Genen durch Methylgruppen.

Bei Krebszellen kann man im Gegensatz zu normalen Zellen spezifische
Veranderungen im Methylierungsmuster finden. Im Promotorbereich
bestimmter Gene kann es durch Hypermethylierung zu Inaktivierung und
damit zum Verlust der Genexpression kommen. Andererseits gibt es aber
auch eine genomweite Hypomethylierung von Krebszellen, bei der der

Gehalt an methylierten CpG-Stellen herabgesetzt ist.

2.5.3. Methylierung des BRCA1-Gens

Mitte der 1990er Jahre wurde im Rahmen der Kolonkarzinomforschung
eine Promotormethylierung des hMLH1-Gens als Ursache dafir
beschrieben, dass diese Tumoren das hMLH1-Genprodukt nicht
exprimieren, ahnlich den Karzinomen, die eine Mutation in diesem Gen
aufweisen (Kane et al., 1997; Herman et al., 1998).

Manel Esteller untersuchte im Jahr 2000 den Einfluss von
Hypermethylierung im Promotorbereich des BRCAl1-Gens auf die
Tumorentstehung beim Mammakarzinom. Experimente an DNA-Proben
aus verschiedenen gesunden Geweben, wie z.B. aus Lymphozyten, der
Brust, dem Ovar oder der Lunge zeigten, dass die Promotorregion dieses
Gens normalerweise vollstandig unmethyliert vorliegt. Sind in einem
Mammakarzinom Methylgruppen an die CpGs der Promotorregion
gebunden, resultiert, genau wie beim Kolonkarzinom beschrieben, eine
herabgesetzte bis fehlende Expression des Genprodukts, was im Fall
BRCA1-Gens eine DNA-Reparaturstéorung bedeutet (Esteller et al., 2000;
Rice et al., 2000; Lips et al., 2011; Bal et al., 2012).

DNA-Methylierung stellt also, neben einer Mutation, eine weitere

Moglichkeit der Geninaktivierung dar. GemaB der Second-Hit-Hypothese
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von Knudson fir Tumorsuppressorgene kann die Hypermethylierung des
BRCA1-Gens flr einen Hit verantwortlich sein. Die Forschergruppe um
Manel Esteller fand auBerdem eine Assoziation von Promotormethylierung
des BRCA1-Gens und Patientinnen mit einem LOH (/oss of heterozygoty),
also einem Verlust von Genmaterial meist durch Deletion, in diesem Gen.
Diese stellt dann den zweiten Hit gemaB der Hypothese dar. Bei 20% der
Mammakarzinompatientinnen mit einem LOH konnte eine Methylierung
des BRCA1-Gens nachgewiesen werden. Beim Ovarialkarzinom waren es
in dieser Studie sogar 31% (Esteller et al., 2000).

2.6. Aktueller Stand der Forschung zu Methylierungen des

BRCA1-Gens bei tripel-negativem Mammakarzinom

In den letzten Jahren wurden einige Studien zur Methylierungsanalysen
des BRCA1 Promotors in unselektiertem Mammakarzinom-
Patientenkollektiven durchgefluhrt. Es wurde eine Methylierungshaufigkeit
zwischen 7% und 30% gefunden. Meist ist auch eine Assoziation zwischen
Methylierung und negativem Hormonrezeptorstatus beschrieben (Catteau
and Morris, 2002; Esteller et al., 2000; Krasteva et al., 2012; Singh et al.,
2011).

Nach sorgfaltiger Literaturrecherche findet man bezlglich der Pravalenz
von epigenetischen Veranderungen in der tripel-negativen Subgruppe sehr
unterschiedliche Angaben. Xu et al. veroéffentlichten 2013 eine Studie Uber
die Auswirkung der BRCA1-Methylierung auf die Effektivitat einer
adjuvanten Chemotherapie bei TNBCs und Nicht-TNBCs. 31% der 167
tripel-negativen Tumoren zeigten eine Methylierung in der methylation-
specific PCR (MSP) und 24% der Nicht-TNBCs (Xu et al., 2013).

Die Forschergruppe um T. Ignatov publizierten ebenfalls 2013 eine
Vergleichsstudie, in der 70 TNBCs mit 70 Nicht-TNBCs hinsichtlich ihres
Methylierungsstatus und ihrer Uberlebenszeiten verglichen wurden. Die

Methylierungsanalysen wurden ebenfalls mit der MSP durchgeflhrt. Es
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wurde eine Methylierung von 65,2% gefunden, die sich in beiden Gruppen
kaum voneinander unterschied (Ignatov et al., 2013).

Die BRCA1l-Expression bei tripel-negativen Tumoren wurde von Galizia et
al. (2010) untersucht. Dazu wurden 44 TNBCs und 68 Kontrollen mittels
MSP auf Methylierungen analysiert. Bei 31,8% der TNBCs und 20,6% der
Nicht-TNBCs konnte eine Promotormethylierung nachgewiesen werden. Bei
21,4% der methylierten und nur 6% der unmethylierten Tumoren war das
BRCA1-Gen inaktiviert. Die letzten beiden Studien wurden an sehr kleinem
Stichprobenumfang durchgefiihrt, was die erhaltenen Pravalenzen infrage
stellt.

Auch besteht Uneinigkeit dariber, ob die Methylierung mit klinischen und
pathologischen Faktoren assoziiert ist oder nicht. Xu et al. fanden keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen diesen Faktoren und der
Methylierung. Allerdings waren hier auch Tendenzen interessant, die
vielleicht nur aufgrund der kleinen Stichprobe keine Signifikanzen
ergeben. Bei Wei et al. (2012) wird hingegen eine Assoziation zwischen
Grading, TumorgrdéBe und Methylierung beschrieben. Dort wurde allerdings
ein unselektiertes Patientengut und keine TNBCs untersucht. Die

Forschergruppe um Ignatov stellte hierzu keine Korrelationsanalysen an.

Gibt es gemaB der 2-Hit-Hypothese von Knudson neben der Methylierung
ein anderes Ereignis, das zur Inaktivierung des BRCA1-Gens und damit
zur Krebsentstehung fuhrt? Einige Studien zeigten, dass die Methylierung
bei Patientinnen mit einer Mutation keine Rolle spielt (Vasilatos et al.,
2009). Der Verlust eines Allels (LOH) wird von einigen Autoren als haufige
genetische Veranderung bei sporadischen Brustkrebs beschrieben (Cropp
et al., 1994; Johnson et al., 2002).

2012 wurde von Okada et al. publiziert, dass LOHs am BRCA1l-Locus bei
42,5% der Tumoren gefunden wurden und dass diese unter anderem mit
Hormonrezeptornegativitat vergesellschaftet sind. Zudem hatten Frauen
mit LOH signifikant schlechtere Uberlebenszeiten (Okada et al., 2012).
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Wei veréffentlichte 2005, dass Tumoren mit einer Methylierung im BRCA1-
Gen mit geringeren Kopienanzahlen dieses Gens assoziiert sind. Bislang
wurde aber nicht untersucht, ob eine Methylierung auch bei TNBCs mit
LOH assoziiert ist (Wei et al., 2005).

Wie sich die Promotormethylierung auf die Prognose der tripel-negativen
Frauen auswirken kénnte, wurde in den zuvor zitierten Studien von Xu
und Ignatov untersucht. Beide kamen zu einem a&hnlichen Ergebnis,
namlich dass tripel-negative Tumoren mit Methylierung mit besseren
Uberlebenszeiten assoziiert sind. Bei nicht-TNBCs und den TNBCs ohne
Chemotherapie wurde in diesen Untersuchungen keine Assoziation

zwischen Methylierung und Uberleben gefunden.

Basierend auf diesem Hintergrund ergaben sich flir das tripel-negative

Kollektiv folgende Fragestellungen flr diese Arbeit:

2.7. Fragestellungen der Arbeit

Durch die Analyse eines grdBeren Kollektivs von tripel-negativen

Tumorproben sollen folgende Fragestellungen beantwortet werden:

« Wie hoch ist der Prozentsatz der Methylierungsereignisse und LOHs
unter den tripel-negativen Mammakarzinomen?

« Welche klinischen Faktoren haben Einfluss auf die Prognose der TNBCs?

« Koénnen klinische Faktoren definiert werden, die auf eine Methylierung
der Promotorregion des BRCA1-Gens hinweisen?

+ Gibt es eine Assoziation von LOH des BRCA1l-Gens und einer
Hypermethylierung im Kollektiv der tripel-negativen Mammakarzinome?

« Wie wirkt sich eine solche epigenetische Veranderung in der Tumorzelle

auf den Therapieverlauf aus?
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3. Material und Methoden

Im vorhergegangenen Kapitel wurden die Fragestellungen dieser Arbeit
erldutert. Um diese zu beantworten, wurden insgesamt 176 DNA-Proben
von Patientinnen mit tripel-negativem Mammakarzinom auf Methylierung
und Gendosisveranderung untersucht. Die verwendeten Materialen und

Methoden werden in diesem Kapitel beleuchtet.

3.1. Material

3.1.1. Das Patientenkollektiv

Das Brustkrebsgewebe der tripel-negativen Karzinome wurde in dem
Zeitraum zwischen 1999 und 2009 in verschiedenen deutschen Zentren
durch Tumorextraktion im Rahmen der Brustkrebstherapie gewonnen und
in der gynakologischen Abteilung des Klinikums rechts der Isar der
Technischen Universitat Minchen in flissigem Stickstoff gelagert. Alle
Patientinnen haben sich im Vorhinein damit einverstanden erklart, dass ihr
Tumorgewebe dort aufbewahrt und zu Forschungszwecken verwendet
werden durfe.

Eingeschlossen wurden alle Mammakarzinomproben, die als tripel-negativ
klassifiziert worden waren, also alle die nach dem Remmele-Score <3/12
Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus aufwiesen und gleichzeitig
Her2/Neu 0 oder 1+ klassifiziert waren. Das ergab ein Kollektiv von 176
DNA-Proben. Sechs Proben mussten im Nachhinein von der Auswertung
ausgeschlossen werden. Darunter waren zwei, die in einer erneuten
Hormonrezeptorstatusbestimmung doch nicht tripel-negativ waren und
drei, die neoadjuvant behandelt worden sind und damit die DNA durch die
vorangegangene Chemotherapie @ mdglicherweise schon  Schaden
genommen hatte. Eine Probe wurde ausgeschlossen, weil die DNA aus
Metastasengewebe gewonnen wurde, also nicht dem Primartumor
zugehorig war. Fiar die Auswertung stand somit ein Kollektiv von 170

nicht-neoadjuvant behandelten, primdaren Mammakarzinomen zur
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Verfugung. Durch die Pathologen des Krankenhauses wurden die Gewebe
histologisch klassifiziert. Um den Anteil des Normalgewebes in der DNA-
Probe mdglichst gering zu halten, wurde durch Makrodetektion ein Teil des
Tumors gewonnen und anschlieBend die DNA aus den Kernfraktionen
isoliert. Durch dieses Verfahren hatte jede Probe eine variable DNA-
Konzentration, die durch Verwendung des NanoDrop Spectralphotometer

Peglab, Erlangen bestimmt wurde.

3.1.2. Die klinischen Daten

Die klinischen Daten unserer Patientinnen, wie Alter, Menopausenstatus,
TumorgroBe etc., die fur die Prifstatistik von Bedeutung waren, durften
freundlicherweise der Mammakarzinom-Datenbank des Klinikums rechts

der Isar in Minchen enthommen werden.

3.1.3. Das analysierte DNA-Fragment

Analysiert wurde ein 103bp langes DNA-Fragment in der Promotorregion
des BRCA1-Gens, das uber den Start der mRNA, der in der
Genbanksequenz U37574 bei 1581bp liegt, hinausgeht. Die Primer (siehe

Bisulfit modifizierte DNA-Sequenz ausder Genbank U37574

1441 GAGTTTCGAG AGACGTTTGG TTTTTTTTGT TTTTTTTATT TTTTGATTGT ATTTTGATTT

-T78bp —-55bp —-37bp —-28bp -21bp
1501 CGTATTTTGA GAGGTTGTTG TTTAGEGGTA GTTTTTTGGT TTTEGTGGTA ACEGRARALGE
FrEFFFFFF forward Primer FZFFF

-18bp +8hp +14/16kbp +1%bp +27bp
1561 GCGGGAATTA TAGATARATT ARAAATTGEGA TTGCGCGGLE TGAGTTEETT GAGATTTTTT
Lestant mama
+44bp +73bp

1621 GGACGGGGGA TAGGTTGTGE GGTTTTTTAG ATAATTGGGT TTTTGCGTTT AGGAGGTTTT
<l {{{{{{{{Reve:se Primer <l Il

1681 TATTTTTTGT TTTGGGTAAR GGTAGTAGAG TTTCGGGARRA GGGATAGGGE GTTTAAGTGA

Abb. 3: Bisulfit-modifizierte Promotorsequenz des BRCA1-Gens. Start der mRNA
(rot) liegt bei Base 1581. Die Stellen, an die die verwendeten Primer binden wurden gelb
markiert, die CpG-Inseln mit méglicher Methylierung wurden blau hinterlegt.
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Tabelle 1) wurden so gewahlt, dass sie moglichst viele CpG-Inseln der
Promotorregion erfassen. Der Vorwarts-Primer bindet an der Bisulfit-
modifizierten DNA an den Basen von -56 bis -78 vom Transkriptionsstart
aus gezahlt, der Ruckwarts-Primer in der Region von +49 bis +75bp. In
diesem Bereich befinden sich 11 CpG-Dinukleotide, die eine Methylierung

aufweisen kdénnen, was in Abbildung 3 zu sehen ist.

3.1.4. Primer

Die BRCA1l Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion aus
Martinsried, Deutschland bezogen. Sie wurden so gewahlt, dass sie an der
Bisulfit-modifizierten DNA im Bereich der Promotorregion des Gens binden
und in der PCR eine starke Bande ergeben.

Die M13 Primer, die flur die Klonierung verwendet wurden, waren
Bestandteil des TOPO TA Cloning Kit der Firma Invitrogen. In Tabelle 1

sind die Primer mit den entsprechenden Sequenzen aufgeflhrt.

Tab. 1: Verwendete Primer und deren Sequenz

Primer Sequenz

BRCA1_meth for2 5°-TAT TTT GAG AGG TTG TTG TTT AG-3"
BRCA1_methrev 5°- TAT CTA AAA AAC CCC ACA ACC TAT C- 3~
M13 forw 5°- GTA AAA CGA CGG CCA G-3°

M13 rev 5°- CAG GAA ACA GCT ATG AC-3°
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3.1.5. Molekularbiologische Kits

Die molekularbiologischen Kits der folgenden Tabelle wurden zur
Durchfihrung der Versuche verwendet. Dabei wurde stets streng nach den

Herstellerangaben verfahren.

Tab. 2: Verwendete molekularbiologische Kits mit Herstellerangaben.

Kit Hersteller

BigDye Terminator v 1.1.Cycle Applied Biosystems by life technologies,

Sequenzing Kit Carlsbad, USA

EpiTect Bisulfite Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

EpiTect HRM PCR Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Salsa MLPA Kit MRC-Holland, Amsterdam, Niederlande

TOPO TA Cloning kit Invitrogen by life technologies, Hamburg,
Deutschland

QIAamp DNA Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

DNA Methylation EIA Kit Cayman Chemical Company, Michigan, USA
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3.1.6. Gerate

In folgender Tabelle werden die Geratschaften, die bei der Durchfiihrung

der Versuche verwendet wurden, inklusive der Hersteller gelistet.

Tab. 3: Verwendete Gerate mit Herstellerangaben

Gerate Hersteller

. Applied Biosystems, Darmstadt,
ABI PRISM Sequencer 3130xl Genetic
Deutschland

Analyzer

Biofuge pico Heraeus, Osterode, Deutschland
Feinwaage Kern, Balingen Deutschland

Gel Dokumentationssystem UV solo Biometra, Gottingen, Deutschland

Gelelektrophorese Apperatur Power

Supply Consort, Turnhout, Belgien

Roche Applied Science, Mannheim,
Light Cycler® 480 Roche Deutschland
Multifuge 3L-R Thermo Scintific Heraeus, Osterode, Deutschland
Nanodrop Spectralphotometer Peqglab, Erlangen, Deutschland
PTC-200 Thermo Cycler MJ Research, Massachusets USA
Vortex Mixer VM-300 Migge, Heidelberg, Deutschland
Thermoshake THO5 Gerhardt, Kénigswinter, Deutschland
3.1.7. Chemikalien

In Tabelle 4 werden die verwendeten Chemikalien und Reagenzien sowie

deren Hersteller angeflhrt.
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Tab. 4: Verwendete Chemikalien und Reagenzien mit Herstellerangaben

Chemikalien, Reagenzien

Hersteller

Ampicillin-Natriumsalz

Aqua ad iniectabila

Borsadure

Bromphenolblau

DNA Molekular Weight Marker V

dNTP Set 100mM Solution

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

Essigsadure

Ethanol 100%

Ethidiumbromid 1mg/ml

Ficoll 400

IPTG (Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid)

Orange G

PeqGold Universal Agarose

Titripelx® III
(Ethylendinitrilotetraessigsaure

Dinatriumsalz-Dihydrat)
Tris-Base

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-

galactopyranosid)

Xylencyanol

Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland

Diaco, Triest, Italien

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Rouch Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth + Co KG Karlsruhe, Deutschland

PEQLAB Biotechnologie GmbH Erlangen,

Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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3.1.8.

Lésungen, Puffer, Medien

Tabelle 5 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Ldsungen, Puffer und

Medien. Es wird jeweils die Herstellungsweise mit aufgeflihrt.

Tab. 5: Verwendete Lésungen, Puffer und Medien mit dem jeweiligen

Herstellungsverfahren

Lésungen, Puffer, Medien

Herstellung

Auftragspuffer

Ethanol 77%

dNTP-L6sung

Elektrophoresegel

IPTG-Stocklésung
(Isopropyl-p-D-Thiogalctosidase; 100
mM),

Langenstandard

LB-Medium

SOB-Medium

200mg Ficoll (25%), 10ml TE Puffer,
Bromphenolblau, orange, grin, Verdinnung

der Stammlésung mit TE Puffer auf 1:5

39ml Alkohol 100%, 50ml Aqua dest.

4ul dATP, 4l dGTP, 4pl dCTP, 4pl dTTP
wurden in 186pul dH,0 geldst, Lagerung bei
-20 °C

75g Agarose, 60 ml TE Puffer, 15pl
Ethidiumbromid

238 mg IPTG wurden in 10 ml dH,0 gelést,
steril gefiltert und in 1 ml Aliquots bei -20
°C gelagert

100p! DNA molcular weight Marker V, 150ul
TE Puffer, 1800ul Auftragspuffer, Lagerung
der Alliguots bei -20°C.

10g NaCl, 10g Tryptone, 5g Select Yeast
Extract mit H20 auf 1000ml aufflllen

5g Hefeextrakt, 20g Trypton, 0,69
Natriumchlorid, 0,2g Kaliumchlorid, mit H20
auf 1000ml auffillen, autoklavieren und vor
Gebrauch dem Nahrmedium je 10mM

Magnesiumchlorid und Magnesiumsulfat
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SOC-Medium

10x TBE-Puffer

TE-Puffer

50x TEA-Puffer

X-Gal-Stocklésung (40mg/ml)

zugegeben. pH 7,0

SOB-Medium, 20mM Glucose

510g Tris-Base, 275g Borsaure, 372gEDTA,
pH 8,0 mit H20 auf 5000 ml auffillen

10mM TRIS, 1mM EDTA, pH 7,4

242g Tris-Base, 57,1ml Essigsaure, 100ml
EDTA pH 8,0 mit H,O auf 1000mI auffillen

(5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-3-D-
Galaktosidase, 40 mg/ml in DMF)
400 mg X-Gal wurden in 10 ml
Dimethylformamid gelést, Lagerung in

einem lichtundurchldssigen GefaB bei -20 °C

3.1.9. Bakterien

Fir die Klonierung der DNA wurde der in folgender Tabelle angeflihrte

Bakterienstamm verwendet.

Tab. 6: Verwendeter Bakterienstamm mit Herstellerangabe

Bakterium

Hersteller

One Shot TOP10F " Chemically
Competent E.Coli

Invitrogen by life technologies, Hamburg,

Deutschland

3.1.10. Enzyme

Zur Durchfliihrung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) im Rahmen

verschiedener Versuche wurde das in Tabelle 7 gelistete Enzym

verwendet.
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Tab. 7: Verwendetes Enzym

Enzym Hersteller
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase Applied Biosystems, California, USA
3.1.11. Verbrauchsmaterial

Materialien, die bei der taglichen Laborarbeit verbraucht werden, sind in

folgender Tabelle aufgelistet:

Tab. 8: verwendetes Gebrauchsmaterial inklusive Herstellerangaben

Material Hersteller

LC®480 Multiwell Platte 96 Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland

LC®Sealing Folie Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland

Microseal A Film Biozym Scientific GmbH Deustchland
Obendorf

Microtubes 1,5 pl Sarstedt AG&Co Deutschland Nimbrecht

Multiply®Pro Gefa 0,5ml Sarstedt AG&Co Deutschland Nimbrecht

MultiScreen®FilterPlates Millipore Millipore, Carrigtwohill, Ireland

PCR-Softstrips 0,2ml farblos Biozym  Scientific GmbH  Deutschland
Obendorf

Pipetten, Pipet lite Rainin(10ul, 100pul, Mettler-Toledo GmbH, Deuschland GieBen

i1o0o00ul)

Pipettenspitzen (1000ul, 200ul, 100pul, Sarstedt AG&Co Deutschland Nimbrecht

10pul) ungestopft, RNAse free

Pipettenspitzen (10pl, 200ul) gestopft Biozym  Scientific GmbH  Deutschland
Obendorf

Thermowell 96 Well Plate Model (P) Corning Incorporated, Netherlands
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3.2. Methoden

3.2.1. Bisulfit-Konvertierung und Aufreinigung der DNA

Bei der Bisulfitkonversion reagieren unmethylierte Cytosinbasen durch
Behandlung des DNA-Einzelstranges mit Natrium-Bisulfit zu Uracil, wobei
eine Methylierung die Basen vor der Reaktion schitzt, und so das
vorhandene Cytosin bestehen bleibt (Shapiro and Weisgras, 1970; Wang
et al.,, 1980). Die chemische Reaktion, bei der Cytosine zu Uracil

konvertiert werden, ist in Abbildung 4 dargestellt.

STEP 1
NH, Sulphonation NH,
N "
‘
o o o $0,-
N
H N
Cytosine Cylosine
sulphonate
o [STEP 2]
I-I drolytic
Deamination
o
HHN HN
HS0,-
OH
o o S0,
: STEP 3 H
Alkali
Uracil Desulphonation Uracil
sulphonate

Abb. 4: Schematische Darstellung der Konvertierungsreaktion durch
Natriumbisulfit. Zuerst kommt es zu einer Addition von Bisulfit an die 5-6
Doppelbindung des Cytosins. Durch hydrolytische Desaminierung im Schritt 2 wird das
Cytosin-Bisulfit-Derivat zu einem Uracil-Bisulfit-Derivat. Zuletzt wird das Molekdl

desulphoniert, was es zu Uracil macht (Clark et al., 1994).

Auf diese Art und Weise wird die epigenetische Information Methylierung
in eine genetische Information Ubersetzt. Durch eine Sequenzanalyse

kann nun der Methylierungszustand der DNA ermittelt werden.
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Die Bisulfitkonvertierung der DNA wurde mithilfe des EpiTect Bisulfit Kits
der Firma Qiagen durchgefihrt, wobei den Anweisungen des
mitgelieferten Handbuchs Folge geleistet wurde.

500ng DNA wurden bis zu einem Gesamtvolumen von 20pl mit
DNA/RNAse-freiem Wasser aufgeflllt. Dazu wurden 85ul Bisulfit Mix und
35ul DNA Protect Puffer pipettiert, kurz durch den Vortexrittler gemischt
und danach mit folgendem Programm in den PCR-Block (PTC-200 Thermo
Cycler, M] Research) gegeben: 5 min Denaturierung bei 95°C, 25 min
Inkubation bei 60°C, 5 min Denaturierung bei 95°C, 85 min Inkubation
bei 60°C, 5 min Denaturierung bei 95°C, 175 min Inkubation bei 60°C,
danach 20°C bis zur Entnahme der Proben.

Die Aufreinigung der bisulfitbehandelten DNA erfolgte ebenfalls nach den
Anweisungen des Handbuchs. Dazu wurden die Proben kurz zentrifugiert
und in 1.5ml EppendorfgefaBe umpipettiert und nach Zugabe von 560ul
des Puffer BL gevortext und nochmals kurz zentrifugiert. Die Ansatze
wurden dann jeweils in ein EpiTect spin column (Qiagen) Ubertragen und
1min bei maximaler Geschwindigkeit in der Biofuge pico der Firma
Heraeus zentrifugiert. Die FllUssigkeit im Auffangteil des spin columns
wurde nach jedem nun folgenden Schritt verworfen. Nach Zugabe von
500pl Puffer BW wurde wieder 1 min lang bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert, dann 500ul Puffer BD dazugegeben und 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einer weiteren Minute Zentrifugation bei
maximaler Geschwindigkeit wurden noch zweimal hintereinander 500ul
Puffer BW dazugegeben und wieder 1 min bei voller Geschwindigkeit
zentrifugiert.

Die offenen spin columns wurden in saubere 1,5 ml Réhrchen gestellt und
5 min bei 56°C inkubiert. Die Elution der DNA erfolgte in 2 Schritten:
Zuerst 20ul Puffer EB in die Mitte der Membran geben und 1 min bei
12.000 rpm zentrifugieren. Danach nochmals 20ul Puffer EB
dazupipettieren und bei 13.000 rpm, also bei maximaler Geschwindigkeit,

noch einmal 1 min zentrifugieren.
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Die so gewonnenen bisulfitkonvertierten und gereinigten 40ul DNA wurden

in eine 20ul und zwei 10l Portionen aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.

3.2.2. Herstellung einer 100% methylierten Kontroll-DNA

Um die Sensitiviat der Methylierungsanalyse, also die Fahigkeit des
Lightcyclers, methylierte von unmethylierter DNA im Hintergrund zu
unterscheiden und nicht  zuletzt, um semiquantitativ den
Methylierungsgrad der zu untersuchenden Proben abzuschatzen, wurde
vor der Analyse der unbekannten Proben eine 100% methylierte DNA nach
folgendem Verfahren hergestellt:

In einem 0.2 ml Eppendorf-Reaktionsgefall wurde 1ug DNA einer ganzlich
unmethylierten Probe, was zuvor durch eine Sequenzanalyse (siehe
unten) bestatigt wurde, mit 3ul SAM (1:10 verdlnnt), 1ul Methylase (1:4
verdiannt), 2upl 10* NE und so viel Wasser versetzt, dass der
Gesamtansatz ein Volumen von 20ul hatte.

Nach 4h Inkubation des Ansatzes im PCR-Block bei 37°C wurden 3ul SAM
dazugegeben und erneut 4h bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der Zeit
wurde nochmals 3ul SAM und 1ul Methylase (1:4 verdinnt) hinzugefligt
und bei 37°C Uber Nacht in der Maschine belassen. Am nachsten Morgen
wurde die Probe 20min lang bei 65°C hitzeinaktiviert.

Mit dieser vollmethylierten DNA wurde durch Zugabe von unmethylierter
DNA derselben Probe eine Verdlinnungsreihe mit folgenden
Konzentrationen hergestellt: 100%, 50%, 25%, 12.5%.

3.2.3. Methylierungsanalyse mit Hilfe des Lightcycler 480 Systems

3.2.3.1. Allgemeine Informationen zur High-Resolution Melting Analyse

Der Lightcycler 480 ist ein vielseitiges Gerat flir molekulare Analysen. Eine

Funktion ist die High-Resolution Melting Analyse. Dies ist ein Verfahren,
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welches im Anschluss an eine PCR Schmelzeigenschaften der DNA nutzt,
um Sequenzunterschiede zu detektieren.

Zuerst wird die bisulfitbehandelte DNA amplifiziert, wobei Primer
verwendet wurden, die an unmethylierte DNA binden. Die Primer waren
deshalb so ausgesucht, dass sie auBerhalb der CpG-Inseln liegen.

Nach der Amplifikation der DNA erfolgt die Schmelzkurvenanalyse,
welcher das Prinzip zugrunde liegt, dass bei der vorher durchgefiihrten
Bisulfitreaktion die unmethylierten Cytosinbasen in Uracil umgeschrieben
wurden und nun in der PCR mit Adenin gepaart wurden und nicht wie in
der methylierten DNA Cytosin mit Guanin.

Die unterschiedlichen Schmelzkurven der methylierten und unmethylierten
DNA kommen nun dadurch zustande, dass Adenin und Uracil (bzw.
Thymin) nur 2 Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden, wohingegen
Cytosin und Guanin 3 dieser Bindungen eingehen. Daher schmilzt die
unmethylierte bisulfitbehandelte DNA, also ohne Cytosin, schon bei
niedrigeren Temperaturen als die mit Methylierungen.

Um diesen Prozess zu verfolgen, werden fluoreszierende, DNA
interkalierende Farbstoffe verwendet, die nur an doppelstrangiger DNA
binden. Schmilzt der Doppelstrang auf, kdnnen die Farbstoffmolekdlle sich

nicht mehr anlagern und damit nimmt das Fluoreszenzsignal stark ab.

3.2.3.2. Der LC480 Ansatz

Flr die Analyse im Lightcycler wurde jede Probe doppelt angelegt, jeweils
ein Leerwert dazu genommen, um Kontamination auszuschlieBen, und die
oben beschriebene Reihe an Positivkontrollen (100%, 50%, 25%, 12,5%,
unmethyliert) mitgefthrt.

In eine Lightcycler 480 Multiwell Plate 96 (weiB) wurden die einzelnen
Komponenten der Reaktion pipettiert.

Je Probe wurden 12,5yl EpiTect HRM Mastermix (Qiagen), 1pl forward
Primer (10uM), 1ul reverse Primer (10uM) 7,5ul Wasser und 3ul DNA mit

einer Konzentration von 12,5ng/ul, also einem Gesamtvolumen von 25ul
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in die Platte pipettiert, anschlieBend mit einer LightCycler 480 sealing foil
bedeckt, in den Lightcycler gestellt und der Lauf unter folgenden
Bedingungen gestartet:

Das Reaktionsvolumen betragt 25pul, Prainkubation 10min bei 95°C,
Amplifikation in 55 Zyklen jeweils 10s bei 95°C, 15s bei 64°C und 20s bei
72°C, fur die Schmelzkuvenanalyse 1 min bei 95°C gefolgt von 1 min bei
40°C und 1s bei 65°C.

Die resultierenden Schmelzkurven wurden in dem Analyseprogramm des

Lightcyclers einer Normalisierung unterzogen.

3.2.4. Direkte Sequenzanalyse nach Sanger

Um die Resultate der LightCycler-Untersuchung zu verifizieren, wurden
stichprobenartig Sequenzanalysen der bisulfitbehandelten DNA
durchgeflihrt.

Gearbeitet wurde mit dem Sequenzer 3130xL Genetic Analyzer von
Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland), der nach der Didesoxy-
Kettenabbruchmethode von Sanger die Basenabfolge der DNA untersucht.
Dafir wurde zuerst eine PCR in 0,2ml Eppendorf-ReaktionsgefaBen
angesetzt:

6ul der bisulfitkonvertierten DNA mit einer Konzentration von 12,5ng/ul
wurden versetzt mit 5yl 10x PCR Puffer, 5ul dNTPs (8mM), 2ul Magnesium
(25mM), 2ul Primer forw. (10uM), 2ul Primer rev. (10uM), 27.6ul Aqua
dest., 0,4ul TagPolymerase (2,5U/ul) (AmpliTag Gold, Applied Biosystems).
Im Thermalcycler lief die PCR unter folgenden Bedingungen ab: (1) 95°C
fir 5 min, (2) 95°C fur 30s, (3) 55°C fur 30s, (4) 72°C flr 45s, 50 Zyklen
ab Schritt (2), danach 5 min auf 72°C und 10°C bis zur Entnahme der
Proben. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden durch Elektrophorese in
1,5%igem Agarosegel in TAE-Puffer aufgetrennt und mit dem UV-Solo von
Biometra detektiert. Mit den Proben, die eindeutige PCR-Banden bei ca.

150bp gezeigt haben, wurde die Sequenzanalyse fortgefihrt.
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Die PCR-Produkte wurden mit 120ul Aqua dest. Uber eine MultiScreen
Filter Plate gereinigt. Mit 30pul destilliertem Wasser wird die nun
getrocknete und gereinigte DNA rlckgelost.

Fir das Cyceln wurde 8pul der so gewonnenen DNA mit 1,7ul BigDye und
0,4ul Primer forw. in eine PCR-Platte gegeben. Die Reaktion lief im
Thermalcycler unter folgenden Bedingungen ab: 30s bei 95°C, 15s bei
52°C, 4 min bei 60°C, diese drei Schritte 27-mal wiederholen und
schlieBlich 10 min bei 10 °C halten.

Fir das Fallen wurden 125ul von 77%igem Alkohol zu jeder Probe
gegeben und 20 min lang inkubiert. Dann wurde in der Multifuge 3L-R,
Heraeus, Osterode, 30min bei 3000g zentrifugiert, 100yl vom 77%igem
Ethanol dazugeben und nochmals 10 min bei 3000g zentrifugiert. Danach
wurde bei 600g 1 min lang umgedreht zentrifugiert. Mit 80ul Wasser
wurde die DNA wieder aufgeldst.

In eine Sequencing plate wurden 1,5ul DNA und 28,5ul Aqua dest.
pipettiert und in den Sequenzer platziert.

Flr jede Probe missen die Bedingungen angegeben werden: Application:
Sequenzing Analysis, Results Group : Sequenzing, Instr.-Prot.1: Seq-E-V1-
IPS1, Analys.Prot.: SEQANAL-BDV1.1

3.2.5. Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist ein Verfahren, mit dem man Molekile
entsprechend ihrer GréBe und Ladung auftrennen kann. Unter dem
Einfluss eines elektrischen Feldes wandern negativ geladene Teilchen, wie
beispielsweise DNA, in einem Gel, welches in einer ionischen Pufferlédsung
liegt, Richtung Anode, positive Molekile analog dazu zur Kathode. Das Gel
wirkt als Molekularsieb, wobei kleine Teilchen schneller und damit in einer
bestimmten Zeit auch weiter durch das Gel laufen, als groBe.

Die Durchwanderungsgeschwindigkeit hangt von mehreren Faktoren ab.
Zum einen von der GroBe, der Konformation und der Ladung der Moleklile,
aber auch von der PorengréBe des Agarosegels und schlieBlich noch von

der angelegten Spannung.
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Gleich groBe Fragmente bilden Banden, die mit dem im Gel befindlichen,
DNA-interkalierenden Ethidiumbromid, unter UV-Licht sichtbar gemacht
werden kénnen.

Zur Herstellung des Gels wurden 1,5g Agarose auf 100ml TAE-Puffer
gegeben, in einem Erlenmeyerkolben durch Aufkochen gelést und nach
Zugabe von 3pul Ethidiumbromid, der Kolben so lange geschwenkt, bis sich
das Ethidiumbromid verteilt hat und dann in Gelkammern mit
Taschenkammen gegossen. Nach Auskihlen des Gels wurde es in die
Elektrophoreseapparatur gegeben und mit TAE-Puffer bedeckt.

Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 7pl
Auftragspuffer versetzt, um ein Auswaschen der Probe aus den Kammern
zu verhindern und um die Lauffront der DNA direkt verfolgen zu kénnen.
In jede Tasche des Gels wurden 10ul der zu analysierenden Probe
gegeben und unter einer Spannung von 120 Volt und einer Stromstarke
von 100mA 20 min lang laufen gelassen. Zusatzlich wurde eine Tasche mit
einem DNA-Langenstandart, bei dem die GréBe der einzelnen Fragmente
bekannt ist, versehen, um hinterher die GréBe der zu untersuchenden
Fragmente abschatzen zu kénnen. Am Ende wurde das Gel aus der
Elektrophoresekammer genommen und die Banden im UV-Solo von
Biometra mit UV-Licht detektiert.

3.2.6. Klonierung

3.2.6.1.  Prinzip

Mit der Klonierung kann man DNA-Fragmente, die in einer PCR hergestellt
wurden, in Plasmidvektoren einbringen und durch bakterielle Vermehrung
vervielfaltigen.

Die TagPolymerase addiert wahrend der PCR an das 3 '-Ende des
entstandenen DNA-Strangs ein Uberhangendes Desoxyadenosin (A). Der
hier verwendete linearisierte Vektor hat an seinem 3'-Ende einen
Basenuberhang aus einem Desoxythymidin (T). Diese komplementaren

Enden ermdglichen, nach dem Prinzip der sticky-ends, den Einbau des
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DNA-Fragments in den Vektor. Die Topoisomerase I aus dem Vaccina-Virus
bindet an Doppelstrang-DNA und ligiert die Uberhdngenden Basenpaare
spezifisch nach einer 5 CCCTT-Sequenz, die Teil des Vektors ist. Die
Topoisomerse I ist kovalent an das 3 Phosphat des Vektors gebunden.
Diese Bindung wird durch einen 5’ -Hydroxylrest des DNA-Fragments
attackiert, wodurch die Topoisomerase die Vektor-DNA freigibt und somit
das DNA-Fragment mit dem Vektor ligiert.

Fir die Klonierung wurde das TOPO TA Cloning System von Invitrogen
verwendet, welches sich vor allem durch ein einfaches Protokoll und eine
hohe Transformationseffizienz auszeichnet. Als Vektor wird hier das
Plasmid pCR2.1-TOPO verwendet und in die kompetenten Zellen,

Escherichia coli (E.coli) TOP10F ", transformiert.

3.2.6.2. Herstellung der Agar-Platten

5g Tryptone, 2,5g Hefeextrakt, 5g NaCl mit 500ml| Aqua dest. wurden in
einem Erlenmeyerkolben vermischt, in 2 Kolben a 250ml aufgeteilt, damit
der Agar beim Autoklavieren nicht Uberkocht, und autoklaviert. Pro 250ml
Medium wurden 500pl Ampicillin (25pg/upl) und 10pl IPTG (100mM) und
250ul x-gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid) (40mg/ml)
in Dimethylformamid dazugegeben, 6-7 Platten gegossen und Uber Nacht

trocknen gelassen.

3.2.6.3. Durchfihrung der Klonierung

Die Anwendung des TOPO TA Cloning Kits erfolgte streng nach den
Anweisungen des Herstellers Invitrogen.

Fir die Herstellung des Ligationsansatzes wurden 4ul frisches PCR-
Produkt, 1pl Salt-Solution und 1ul Topo-Vektor in ein Eppendorfgefal3
pipettiert, 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und danach auf Eis

gestellt.
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Fir die Transformation, bei der die DNA in die Wirtszellen eingebracht
wird, wurden die kompetenten Bakterienzellen auf Eis aufgetaut, je 3pl
des Ligationsansatzes dazugegeben, vorsichtig gemischt und 20 min auf
Eis inkubiert. In diesem Schritt lagern sich die Plasmide an die
Bakterienwand an. AnschlieBend setzte man die Bakterien fir 30s in
einem 42°C warmen Wasserbad einem Hitzeschock aus, der die
Zellmembran flur die Plasmide permeabel macht. Mit einer
abgeschnittenen 1000pul Pipettenspitze wurden die Bakterien in sterile, mit
250 plI SOC-Medium versetzte Falconrdhrchen umpipettiert, danach
wurden die Falconréhrchen verschlossen und 60 min bei 37°C und 200rpm
geschuttelt. Mit jeder Probe wurden 2 Agarplatten beimpft, eine mit 200ul
und eine weitere mit 50ul. Die Agarplatten wurden Uber Nacht bei 37°C
bebritet.

3.2.6.4. Selektion mittels Blau/WeiB-Screening

Die Selektion der transformierten Bakterienklone erfolgte mithilfe des
traditionellen Blau/Wei3 Screenings, welches auf folgendem Prinzip
beruht:

Auf dem Vektor ist eine B-Galaktosidase kodiert, die das im Medium
befindliche x-Gal umsetzt. Bei dieser Umsetzung entsteht ein blauer
Farbstoff. Die erfolgreiche Insertion des DNA-Fragments zerstért den
Leserahmen der B-Galaktosidase und damit die Entstehung des blauen
Farbstoffs. Ein positiver Transformant ist also wei3, weil das /ac-Gen durch
den Einbau der DNA unterbrochen wurde, die Klone, die das Fragment

nicht aufgenommen haben, sind blau (siehe Abbildung 5).
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Abb. 5: Aufbau des Plasmidvektors pCR 2.1. Der Vektor enthdlt das fir die
Galaktosidase kodierende lacZ Gen, sowie Resistenzgene fir Ampicillin und Kandamycin

(invitrogen, Instruction manual, version U)

Von den weiBen Klonen wurden 20-26 Stlick pro Probe gepickt und in mit
200ul Aqua dest. gefiillte EppendorfgefaBe gegeben. Bei 95°C wurden sie
10 min im Thermalcycler denaturiert.

Es folgte nun eine Sequenzanalyse der einzelnen Proben mit dem oben
beschriebenen Verfahren zur Sequenzanalyse, jedoch mit einem leicht
modifizierten PCR-Ansatz: bei einem Gesamtvolumen von 30ul wurden
jeweils 3pul Puffer und dNTPs (8mM), 1,2ul Magnesium (25mM), je 1,2ul
M13 Primer forw. und rev. (10uM), 17ul Aqua dest., 0,4ul AmpliTag Gold
(2,5U/ul) und 3ul der denaturierten DNA unbekannter Konzentration in
eine PCR-Platte pipettiert und unter folgenden Bedingungen laufen

gelassen:
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10 min bei 95°C, dann 30 sek bei 95°, gefolgt von 30 sek bei 59° und 45
sek bei 72°. Die Schritte 2-4 (von 30 sek bei 95° bis 45 sek bei 72°)
wurden 35 mal durchgefihrt und anschlieBend 10 min auf 72° aufgeheizt,
um im letzten Schritt 15 min auf 12° abzukihlen.

Mittels Gelelektrophorese (siehe oben) wurden die Banden detektiert, die
400-450 bp lang sind. Mit diesen Proben wurde die Sequenzanalyse nach

obigem Schema fortgesetzt.

3.2.7. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

3.2.7.1. Prinzip der MLPA-Analyse

Die MLPA-Analyse ist eine Methode zur Detektion von
Kopienanzahlveranderungen von bis zu 50 verschiedenen DNA-
Fragmenten in einem Ansatz. In einer Multiplex-PCR erfolgt die
gleichzeitige Amplifikation von DNA-Fragmenten mit Langen zwischen 100
und 500 bp, die nachher in einer Kapillarelektrophorese separiert und
quantifiziert werden kénnen.

Grundlegend flr die MLPA-Technik ist, dass nicht die Proben-DNA
amplifiziert wird, sondern spezielle Sonden, die an die zu vermehrenden
DNA-Abschnitte gebunden haben.

Pro DNA-Fragment binden zwei Oligonukleotide, die als Sondengemisch
vorliegen, im Bereich der Zielsequenz. Falls die Sondenhybridisierung
erfolgreich war, verbindet im nachsten Schritt eine Ligase die beiden
Sondenanteile miteinander. In der nachfolgenden PCR werden nur die
Sonden amplifiziert, bei denen es zu einer Hybridisierung und Ligation
gekommen ist. Die Primersequenz ist bei jeder Sonde eines
Sondengemischs die gleiche und als Linker an die spezifische
Sondensequenz angehangt. Die PCR-Produkte eines Sondengemisches
unterscheiden sich in ihrer Lange, da jede Sonde zusatzlich zur
Primersequenz eine Flllsequenz, die sogenannte Stuffer-Sequenz auf-
weist, die flr jede Sonde unterschiedlich lang ist (Schouten et al., 2002).

Das Funktionsprinzip der MLPA-Technik ist in Abbildung 6 dargestelit.
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Abb. 6: Funktionsprinzip der MLPA. Zunachst erfolgt die Hybridisierung der forward
und reverse Primer an die jeweilige Zielsequenz. Im nachsten Schritt werden direkt
benachbarte MLPA-Proben durch eine thermostabile Ligase verknipft. Hat eine Ligation
stattgefunden, wird in der folgenden PCR das MLPA-produkt amplifiziert. Da fir jede
Zielsequenz die Stuffersequenz unterschiedlich lang ist, kénnen im Anschluss die PCR-
Produkte in einer Kapillarelektrophorese der Fragmentldange nach aufgetrennt werden

(verandert nach Schouten et al., 2002).

Man verwendet fluoreszenzmarkierte M13 Primer, wodurch die Fragmente
in einer Kapillarelektrophorese ihrer GréBe nach aufgetrennt werden
kdnnen. Mit der automatischen Analysesoftware GeneMapper4.0 kann so

die Intensitat der Fragmente quantifiziert werden.
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3.2.7.2. Rechnerische Auswertung der Daten

Im Anschluss an die Analyse im Sequenzer erfolgt eine Verrechnung
zwischen Kontroll- und Zielsequenzen sowie zwischen Kontroll- und
Patientenproben.

Dosisveranderungen werden durch Reduktion oder VergréBerung der
Peakhdhen oder -flachen erkennbar.

Bei jeder Praparation wurde die DNA von 5 Kontrollproben, die aus EDTA-
Blut von 5 nicht-erkrankten Probandinnen gewonnen wurde, mitgefihrt.
Fir jedes Exon wurde der Mittelwert der Kontrollproben ermittelt und als
Referenz flir die zu analysierenden Tumorproben genommen, wodurch
praparationsbedingte Schwankungen und Fehler eliminiert werden. Durch
die Division der Peakflache jedes Exons einer Tumorprobe durch die
gemittelte Peakflache desselben Exons der Kontrollen erhielt man den
prozentualen Wert der Exonkopien im Vergleich zu den Referenzwerten.
Fir die endgulltige Auswertung der Deletionsanalysen wurde fir jede
Tumorprobe der Mittelwert der Peakflachen aller Exons errechnet und
durch den entsprechenden Mittelwert der Kontrollen geteilt. Allerdings ist
der Anteil des Normalgewebes, welcher in jeder DNA-Praparation aus
Tumorgewebe enthalten sein kann, unbekannt, deshalb kann kein exakter
Schluss auf die Deletionen im Tumor zugelassen werden. Durch
Makrodissektion durch den Pathologen der Klinik, der die DNA aus den
Tumoren isoliert hat, wurde der Anteil an Normalgewebe jedoch
minimalisiert. Bei einer Probe, die eine Reduktion der Dosis auf 75% zeigt,
kann, wenn dennoch Normalgewebe ohne Deletion mitprapariert wurde,
auch eine gravierendere Deletion des Genabschnittes im Tumor vorliegen,
als die eigentliche Prozentzahl vermuten lieBe. Aus diesem Grund wurde in
dieser Arbeit darauf verzichtet, eine genaue Prozentzahl der Deletion

anzugeben.
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3.2.7.3. Durchfihrung der MLPA-Analyse

Verwendet wurde das SALSA MLPA Kit fir das BRCAl Gen von MRC-
Holland, Niederlande. Die MLPA-Analyse wurde nach den Angaben des
Herstellers durchgeflihrt. Das Kit enthalt Sonden fir 26 DNA-Fragmente
im BRCA1-Gen und 9 Kontrollsequenzen auBerhalb des BRCA1-Gens.
Jeweils 100ng einer Tumor-DNA wurde in einem 0,2 ml PCR-GefaB mit
soviel AE-Puffer versetzt, dass man ein Gesamtvolumen von 5ul erhielt.
Im PCR-Block wurde die DNA 5 min bei 98°C denaturiert und vor dem
Offnen des Geréates auf 25°C heruntergekihlt. Wahrenddessen wurde ein
Hybridisierungs-MasterMix hergestellt, der pro Probe 1,5y MLPA Puffer und
1,5ul probemix enthalten sollte. Nach dem Vortexen des Master-Mixes
wurden jeweils 3ul davon zu jeder Probe pipettiert und vorsichtig mit der
Pipette gemischt. Die Inkubation erfolgte erst 1 min bei 98°C dann 16-20
Stunden bei 60°C.

Am nachsten Tag wurde fur die Ligation ein Ligase Master Mix vorbereitet,
der 3pul Ligase-65 Puffer A, 3ul Ligase-65 Puffer B und 25ul destilliertes
Wasser enthalten sollte. Nach grindlichem Mischen durch Vortexen wurde
noch pro Ansatz 1ul Ligase-65 dazugegeben und vorsichtig mit der Pipette
gemischt. Der PCR-Block wurde auf 54°C eingestellt und jeweils 32ul des
Ligasegemischs zu jedem Ansatz gegeben. Danach erfolgte eine
Inkubation bei 54° fir 15 min, gefolgt von einer flinfminatigen
Hitzeinaktivierung der Ligase bei 98°C und anschlieBender Pause bei 15°C.
Fur die PCR-Reaktion wurden neue 0,2ml EppendorfgefaBe beschriftet und
mit jeweils 4ul SALSA PCR Puffer und 26pl destilliertem Wasser versehen.
Bei Raumtemperatur wurden je 10upl des Ligationsproduktes in das
entsprechende PCR-GefaB gegeben und bei 60°C in den Thermozykler
gestellt, bis der Polymerase Master Mix vorbereitet war. Daflur wurde pro
Probe 2upl SALSA PCR-Primer, 2ul SALSA Enzyme dilutions Puffer, 5,5ul
Wasser und 0,5ul SALSA Polymerase in einem Eppendorfgefal3 vorsichtig
gemischt. Davon wurden je 10ul zu den im Thermozykler befindlichen

Proben gegeben und das PCR-Programm sofort gestartet:

47



35 mal 95°C flr 30 s, 60°C fur 30 s und 72°C fur 60s. Am Ende folgt eine
Inkubation bei 72°C fur 20 min und eine Pause bei 15°C bis zur Entnahme
der Proben.

Flr die Analyse im Sequenzer wurden 9ul HighDye Formamid (HDF), 0,5ul
ROX Langenstandart und je 1,5ul der Probe in eine PCR-Platte gegeben,
mit einer entsprechenden Folie verschlossen und im PCR-Block 3min bei
95°C denaturiert und auf 4°C abgekuhlt. Die kompletten 11ul wurden in
die Sequenzerplatte pipettiert und der Lauf unter der GeneMapper-

Software mit der Option Fragmentanalyse gestartet.

3.2.8. DNA-Isolation aus Blut

Mithilfe des QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) wurde aus Blutproben von 5
freiwilligen Probandinnen DNA extrahiert, die als Negativkontrollen fur die
MLPA-Analyse dienten.

20ul der Qiagen-Protease wurde in ein 1,5ml Mikrozentrifugengefai
gegeben und mit 200ul EDTA-Blut gemischt. Dazu wurden noch 200ul
Puffer AL pipettiert und 15s stoBweise gevortext. Der gesamte Ansatz
wurde 10min bei 56°C inkubiert, kurz zentrifugiert und mit 200ul 96-
100% Ethanol versetzt. Erneut wurde 15s stoBweise mit dem Vortexruittler
vermischt und kurz zentrifugiert. Der gesamte Ansatz wurde nun in ein
QIAamp Spin Column umpipettiert und bei 8000rpm 1 min erneut
zentrifugiert. Die Spin Columns wurden in neue Collection Tubes gestellt
und das Filtrat verworfen. Danach wurden 500ul Puffer AW1 dazugegeben
und wiederum bei 8000rpm 1min zentrifugiert. Die Spin Columns wurden
erneut in saubere Collection Tubes gegeben und das Filtrat verworfen.
Daraufhin wurden 500ul Puffer AW2 dazupipettiert und auf 13000rpm
3min abzentrifugiert. Um die Pufferriickstdnde zu eliminieren, wurde das
Spin Column in ein neues Collectiontube gestellt und 1 min bei maximaler
Geschwindigkeit, also 13000 rpm zentrifugiert. Die Spin Columns wurden
in sterile 1,5 ml EppendorfgefaBe gestellt, mit 200ul Puffer AE 1min bei
Raumtemperatur inkubiert und schlieBlich bei 8000rpm 1 min

zentrifugiert.
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3.2.9. Methoden der statistischen Auswertung

Zur Beantwortung der unter Punkt 1.7 vorgestellten Fragestellungen
erfolgte die statistische Auswertung dieser Arbeit mithilfe des
Statistikprogramms SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
Version 22.0 von IBM, die uni- und die multivariate COX-Regression der
Methylierung wurde mit SAS (Statistical Analysis Systems) gerechnet.

Die Methylierung ging in die statistische Auswertung als dichotome
Variable (ja/nein) ein, weil, bedingt durch die Analysemethode, nur ein
Schatzwert der Methylierung angegeben werden konnte.

Da beim hereditaren Mammakarzinom das Auftreten des Tumors vor dem
50. Lebensjahr eine klinische Bedeutung hat, wurde eine Variable
eingefligt, in der die Patientinnen in <50 Jahre und =50 Jahre unterteilt
wurden. Zur statistischen Berechnung des Zusammenhangs zwischen
nominalen und metrischen Faktoren wurde der T-Test flr unabhangige
Stichproben herangezogen. FlUr kategoriale Variablen wurde der x2-Test
nach Pearson berechnet.

Uberlebensanalysen nach Kaplan und Meier wurden durchgefiihrt, um die
Wahrscheinlichkeit schatzen zu kénnen, dass ein definiertes Ereignis in
einem bestimmten Zeitintervall nicht eintritt. Zur Verdeutlichung der
Streuung der Ergebnisse um den Mittelwert wird der Standardfehler
angegeben. Das globale Signifikanzniveau wurde auf a=0,05 festgelegt,
demnach markieren p-Werte <0,05 signifikante Ergebnisse. Die grafische
Darstellung der Ergebnisse erfolgte anhand von Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven. Ob die ermittelten Unterschiede in den untersuchten
Gruppen statistische Signifikanz erreichen, wurde anhand der p-Werte der
Log Rank-Tests entschieden. Da der Log Rank proportionale Hazards
voraussetzt, wurde fur den Fall, dass sich die Kurven schneiden, der
Likelihood-Test zur Entscheidung Uber die Signifikanz herangezogen.

Mit uni- und multivariaten Regressionsmodellen nach Cox wurde
berechnet, ob einige wichtige klinische Faktoren und der
Methylierungsstatus tatsachlich einen Effekt auf das Gesamtiberleben

bzw. das rezidivfreie Intervall haben. Da in der Gruppe der methylierten
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Tumore kein Rezidiv aufgetreten ist, musste flur die Berechnung des
Effekts der Methylierung im rezidivfreien Intervall die Cox-Regression mit
der Korrektur nach Firth herangezogen werden. Die Interpretation und

Entscheidung der Signifikanz erfolgte in diesem Falle anhand des 95%-
Konfidenzintervalls.
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4. Ergebnisse

4.1. Ergebnisse der Experimente

4.1.1. Methylierungsanalysen am Lightcycler

Nachdem, wie oben beschrieben, mit einer vollmethylierten Probe eine
Verdlinnungsreihe mit 100%, 75%, 50%, 25%, 12,5%, 6,75% und 0%
Methylierung hergestellt worden ist, wurden 170 Bisulfit-behandelte
Tumor-DNA Proben mittels der High Resolution Melting Analyse des
Lightcycler 480 auf Methylierungen untersucht. Die Abbildung 7 zeigt eine

solche Lightcycler-Analyse der Verdlinnungsreihen.

- 100%

75%

50%

25%

Relative Signalintensitatin%

0%

Temperatur inC*

Abb. 7: Analyse des Methylierungsstatuses anhand einer Verdiinnungsreihe der
Positivkontrollen auf dem |Lightcycler 480. Die Proben mit hdherem
Methylierungsgrad zeigen erst bei héheren Temperaturen ein Aufschmelzen der DNA-
Doppelstrange. Bei unmethylierten Proben liegt die Schmelztemperatur, bei der 50% der
Doppelstrage aufgeschmolzen sind bei ca. 77°C, bei der vollmethylierten Probe bei ca.
80°C. Der Ubersicht halber wurden die Kurven der 12,5% und 6,75% nicht mit
aufgefihrt.
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In jedem Lauf wurde die komplette Verdliinnungsreihe mitgeftihrt, um den
Methylierungsgrad der zu untersuchenden Proben in Relation zu den
Positivkontrollen abschatzen zu kénnen.

Insgesamt zeigten 44 von 170 untersuchten Tumorproben im Lightcycler
480 eine Methylierung zwischen 12,5% und 100%. Da ein klinischer Effekt
der Methylierung erst bei einer bestimmten Anzahl von methylierten CpGs
auftreten wird, wurde in den unteren Methylierungsbereichen nur bis
12,5% analysiert.

Fir das pl15-Gen konnte, im Rahmen der Leukamieforschung, bei
Promotormethylierungen zwischen 30% und 40% eine komplette
Inaktivierung der Transkription nachgewiesen werden (Cameron et al.,
1999). In dieser Arbeit wurde also ein Cut-off bei 20% gewahlt, um bei
der Auswertung in der Gruppe der Methylierten nur solche Tumoren zu
haben, bei denen es mit groBer Wahrscheinlichkeit zu einer reduzierten bis
fehlenden Transkription des BRCA1-Gens gekommen ist. AuBerdem
zeigten die Patientinnen mit einem Methylierungsgrad von <20% klinisch
eher den Phanotyp wie die nicht-methylierten. Bei 25 Proben wurde eine
Methylierung von >=20% gesehen, die genaue Verteilung ist in Tabelle 9
dargestellt. 19 Proben lagen unter 20% und wurden somit zu den nicht-
methylierten Proben gerechnet. Insgesamt zeigte das Gesamtkollektiv

somit eine Methylierungshaufigkeit von 15%.

Tab. 9: Aufstellung der Methylierungsergebnisse (N=170).

Methylierung Haufigkeit
50-100 16

20-49 9

0-19 145
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4.1.2. Klonierung

Um die Ergebnisse der Lightcycler-Untersuchung zu verifizieren, wurden
stichprobenartig einige bisulfit-behandelte DNA-Proben einer Klonierung
unterzogen.

Der Bereich der Promotorregion des BRCA1l-Gens, der in dieser Arbeit
genauer untersucht wurde, enthalt 11 CpG-Stellen (siehe Abb.2), an
welchen eine Methylierung potenziell mdglich ist. Diese CpGs liegen -55 bp
bis +44 bp relativ zum Transkriptionsstartpunkt. Den Methylierungsstatus
der Klone zeigt Abbildung 8. Methylierte CpG-Dinukleotide werden in
dieser Darstellung durch einen schwarzen Kreis, unmethylierte durch

einen weiBen Kreis symbolisiert.

Probe 26879 Probe 30872 Probe 2500-4474

-55 +8 -55 +8
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Abb. 8: Ergebnisse der Klonierung. Horizontal wurden die 11 CpG-Dinukleotide

aufgetragen, die in der DNA-Sequenz relativ zum Startpunkt der mRNA im Bereich von
55Basen in 5°-Richtung bis 44 Basenpaare in 3 -Richtung liegen. Auf der vertikalen
Achse wurden die einzelnen Klone dargestellt. Mit schwarzen Kreisen wird eine

Methylierung der CpG-Stelle symbolisiert.
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Abb. 9: Darstellung der Methylierung der klonierten Proben auf dem Lightcycler
480. Die 100% methylierte und eine unmethylierte Probe wurden der Anschaulichkeit
wegen mitlaufen gelassen. Die Probe 2500-4474 zeigt auf dem Lightcycler eine
Methylierung von ca. 80%, die Probe 30872TP etwa 40% und die Probe 26879MP
ungeféhr 15% Methylierung.

Die Abbildungen 8 und 9 zeigen, dass die Ergebnisse der LightCycler-
Untersuchung als verlasslich und relativ exakt eingestuft werden kénnen.
Die Sequenzanalyse der Klone erbrachte auBerdem, dass methylierte
Klone haufig an allen CpG-Stellen der Promotorregion eine Methylgruppe

tragen.

4.1.3. Veranderungen der Kopienanzahl im Bereich des BRCA1-Gens

Mittels der MLPA-Methode wurden die Kopienanzahlen der 24 Exons des
BRCA1-Gens im Gewebe der tripel-negativen Tumoren auf Amplifikationen
und Deletionen untersucht. Alle Tumorproben, die im Vergleich zu den
gesunden Kontrollproben, einen Abfall der Kopienzahlen auf 85% oder
weniger zeigten, wurden als deletiert gewertet, diejenigen, die mindestens
115% der Gendosis aufwiesen, wurden als amplifiziert angesehen. Dabei
wurden Veranderungen teilweise Uber den gesamten Bereich der 24 Exons
des BRCA1-Gens gefunden, oder nur in Teilen der kodierenden Regionen.
Von den 120 untersuchten Gewebeproben wiesen 53 eine Deletion
(44,2%) und 4 eine Amplifikation (3,3%) des BRCA1-Gens auf. Bei 63
analysierten Proben (52,5%) konnte keine Dosisveranderung dieses Gens
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festgestellt werden (siehe dazu auch Tabelle 10). Die Abbildungen 10A,
10B und 10C zeigen jeweils die prozentualen Anzahlen der Kopien filr
jedes Exon, wobei unveranderte Tumorzellen zwei Kopien einer
Zielsequenz und damit 100% der Gendosis enthalten. Jedes Diagramm ist

das Resultat der Analyse einer Tumorprobe.

Tab. 10: Aufstellung der Kopienanzahlveranderungen.

Gendosisverdnderung Haufigkeit (n=120)
Deletion 53 (44,2%)
Amplifikation 4 (3,3%)

Normale Gendosis 63 (52,5%)
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Abb. 10: Analyse der Kopienanzahl im BRCA1-Gen mittels MLPA. Die Ergebnisse
der quantitativen Analyse der Kopienanzahl der 24 Exons des BRCA1-Gens und 9

Kontrollsequenzen auBerhalb des BRCA1l-Gens sind in Abbildung A dargestellt fir eine

Patientin ohne Kopienanzahlveranderung und in Abbildung B flr eine Patientin mit einer

Deletion liber alle Exons des BRCA1-Gens und in Abbildung C fir eine Patientin mit einer

Die Linien wurden der Ubersichtlichkeit wegen bei

und 125%

75%

Amplifikation.

angelegt.
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4.2. Statistische Auswertung der klinischen und der

experimentell erhobenen Daten

4.2.1.

Deskriptive Statistik

Die Tabelle 11 zeigt die Aufschlisselung des Kollektivs nach wichtigen

klinischen Parametern.

Tab. 11: Klinische Parameter des Patientenkollektivs

Klinischer

N=170 %

Parameter

Alter
<50 56 33,5
>50 111 66,5
Unbekannt 3
Median 57,6 Jahre

Menopausenstatus
Préamenopausal 47 30,1
Perimenopausal 5 3,2
Postmenopausal 104 66,7
Unbekannt 14

TumorgroBe
pT1 76 45,8
pT2 76 45,8
pT3 6 3,6
pT4 8 4,8
Unbekannt 4

Nodalstatus
NO 90 55,6
pN1 55 34,0
pN2 12 7,4
pN3 5 3,0
unbekannt 8

Metastasen
MO 138 88,5
M1 18 11,5
Unbekannt 14

Grading
G1 7 4,3
G2 35 21,5
G3 121 74,2
Unbekannt 7

Histologie
Invasiv duktal 128 76,2
Lobular 9 5,4
Medullar 11 6,5
Andere 20 11,9
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Unbekannt 2

Therapie
Keine 35 23
Anthrazyklin/Taxan-haltig 100 62
CMF 26
Andere/Unbekannt 10

Das Kollektiv. umfasst 170 Patientinnen mit tripel-negativem
Mammakarzinom mit einem durchschnittlichen Erkrankungsalter von 57,6
Jahren. Pramenopausal waren zum Zeitpunkt der Tumordiagnose 47,
perimenopausal 5 und postmenopausal 104. Die 5 perimenopausalen
Patientinnen wurden bei der statistischen Auswertung zu der
pramenopausalen Gruppe gerechnet, weil das Ovar in der Perimenopause,
zwar unregelmaBig, aber dennoch Hormone produziert, die Patientinnen
also zum Zeitpunkt der Tumorentstehung noch unter Hormoneinfluss des
Ovars standen.

Bezlglich der TumorgréBe hatten 76 Frauen (45,8%) einen pT1 Tumor,
also einen Tumor, der 2cm in seiner gréBten Ausdehnung nicht
Uberschreitet. Unter einem pT2 (2-5cm) Tumor litten 76 Patientinnen
(45,8%), 6 (3,6%) hatten eine pT3 (>5cm) Wucherung und 8
Patientinnen (4,8%) sogar einen Knoten mit direkter Ausdehnung auf
Brustwand oder Haut, sprich einem pT4 Tumor.

Die Erfassung des Nodalstatus ergab, dass 90 Patientinnen (55,6%) zum
Operationszeitpunkt keine regionaren Lymphknotenmetastasen hatten
(NO), 55 Frauen (34,0%) wiesen einen Tumorbefall in beweglichen,
ipsilateralen axillaren Lymphknoten auf (N1), einen N2-Status, also
Metastasen in ipsilateralen, axilldren Lymphknoten, die aber untereinander
oder an andere Strukturen fixiert sind, hatten 12 Patientinnen (7,4%),
einen Befall von supra- oder infraclavikuldren Lymphknoten oder von
Lymphknoten entlang der A. mammaria interna (N3) zeigte sich bei 5
Frauen (3,0%). Bei 8 Patientinnen des Kollektives war der Nodalstatus
unbekannt.

Eine Fernmetastasierung bestand in 18 Fallen (11,5%) zum Zeitpunkt der
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Diagnosestellung, 138 Frauen (88,5%) waren frei von Fernmetastasen
und bei 14 Patientinnen liegen diesbezliglich keine Daten vor.

Beim histologischen Grading ergaben 74,2% (121 Patientinnen) einen G3,
21,5% (35 Patientinnen) einen G2 und 4,3% (7 Patientinnen) einen G1
Tumor.

Hinsichtlich des histopathologischen Subtyps wurde bei 128 Frauen
(76,2%) ein invasiv duktales Karzinom gefunden, was insgesamt, also
nicht nur bei den tripel-negativen Mammakarzinomen die haufigste Form
darstellt. 6,5% (11 Frauen) zeigten ein medullares Karzinom, 5,4% (9
Frauen) hatten einen lobuldaren Tumor. Insgesamt 20 Tumore mit seltenen
Entitaten wurden zu den sonstigen gerechnet.

132 Patientinnen erhielten eine Chemotherapie, 35 Frauen hatten diese
Art der Therapie nicht bekommen. Nach dem FEC-Schema (5-Fluorourazil,
Epirubicin und Cyclophosphamid) wurden 43 Frauen therapiert, 26
erhielten eine Chemotherapie mit CMF (Cyclophosphamid, Methotrexat
und 5-Fluorouracil), 38 Frauen bekamen Epirubicin und Cyclophosphamid
(EC), eine nicht naher spezifizierte Anthrazyklin-Taxan Chemotherapie
erhielten 9 Frauen und weitere 10 Patientinnen befanden sich in
Therapiestudien mit experimentellen Chemotherapien und -
kombinationen und werden deshalb zu den ,sonstigen®™ gerechnet.
Insgesamt erhielten also 100 Patientinnen eine Chemotherapie, die ein
Anthrazyklin enthielt. Bei 5 Patientinnen konnte die
Medikamentenkombination der Chemotherapie nicht ermittelt werden.

Es lagen von 150 Patientinnen Daten beziiglich des Uberlebens bzw. des
Rezidivstatuses vor. In einer Follow-up Zeitspanne von bis zu 262
Monaten, wobei der Median bei 63 Monaten liegt, sind 31 Frauen
verstorben, was einem prozentualen Anteil von 20,7% entspricht.
Insgesamt hatten von diesen Patientinnen bis zum Zeitpunkt der

statistischen Auswertung 34, also 22,7%, ein Rezidiv.

Allerdings muss bei der Betrachtung der Statistik bedacht werden, dass
ein GroBteil der Patientinnen bei der statistischen Auswertung zensiert
wurde, was bedeutet, dass sie zum letzten Beobachtungszeitpunkt kein
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Rezidiv hatten bzw. nicht verstorben waren, allerdings kirzer beobachtet
wurden als andere Patientinnen des Kollektivs. Das kommt dadurch
zustande, dass der Beobachtungszeitraum jeder Patientin bei Operation
beginnt, also in den Jahren zwischen 1999 und 2009, und mit der letzten
Tumornachsorge vor Ende der Datenerhebung endet und somit bei jeder
Patientin unterschiedlich lang ist. Zum Beispiel waren nach 63 Monaten
50% der Patientinnen des Kollektivs aus der Beobachtung ausgeschieden,
29 Frauen durch das Eintreten des Ereignisses, der Rest durch einen

klrzeren Beobachtungszeitraum.

4.2.2. Kaplan-Meier-Analysen

4.2.2.1.Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtkollektivs flir das rezidivfreie

Intervall und das Gesamtiiberleben

Die Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtkollektivs ergibt, dass 12 Monate
nach der Tumoroperation 95,2% der Patientinnen rezidivfrei waren, bei
einem Standardfehler von 1,8%. Nach 2 Jahren waren es noch 88,1%,
nach 3 Jahren 81,5% und nach 5 Jahren immerhin noch 75,8%. Die

dazugehorigen Standardfehler kdnnen Tabelle 12 enthommen werden.

Tab. 12: Uberlebensanalyse fiir das rezidivfreie Intervall.

Beobachtungszeit in Rezidivfreie Patientinnen
Standardfehler in %
Monaten in %
12 95,2 1,8
24 88,1 2,7
36 81,5 3,3
60 75,8 3,8

Analysiert man nun auch das Gesamtuberleben der 170 Patientinnen nach

Kaplan und Meier, zeigt sich, dass das erste Jahr nach OP 97,3% der
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Frauen Uberlebten, das zweite Jahr 93,2%. Funf Jahre postoperativ lebten
noch 78,6% der Patientinnen.

In den ersten drei Jahren nach Operation sind schon 19 der insgesamt 31
beobachteten Todesfalle eingetreten. Nach 5 Jahren mussten 29
Sterbefélle gezahlt werden, danach wurden die Ereignisse deutlich
weniger. Das bedeutet, dass die Wahrscheinlichkeit an tripel-negativem
Brustkrebs zu sterben flr Patientinnen, die die ersten 5 Jahre nach der
Tumoroperation Uberlebt haben, deutlich abnimmt. Siehe hierzu
Abbildung 11 und Tabelle 13.
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Abb. 11: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens und des rezidivfreien
Intervalls. Die Abbildungen zeigen durch das steile Abfallen der Kurven, dass die
Sterbefdlle bzw. die Rezidive in einem Zeitraum von ca. 60 Monaten nach initialer
Tumoroperation eintraten, nach 72 Monaten verstarb schlieBlich keine Patientin mehr und
es trat auch kein Rezidiv mehr auf. Ein senkrechter Strich steht flir den Zeitpunkt, an

dem eine Patientin zensiert wurde.

Um  herauszufinden, ob bestimmte klinische Parameter oder
Tumoreigenschaften das rezidivfreie Intervall bzw. das Gesamtlberleben
beeinflussen, wurden weitere Kaplan-Meier-Analysen mit Hinblick auf

mogliche Einflussfaktoren durchgeflihrt.
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Tab. 13: Uberlebensanalyse fiir das Gesamtiiberleben.

Beobachtungszeit in Uberlebende
Standardfehler in %
Monaten Patientinnen in %
12 97,3 1,3
24 93,2 211
36 86,9 2,8
60 78,6 3,6

4.2.2.2.Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtliberlebens mit verschiedenen

Faktoren

Da von einigen klinischen Parametern, wie beispielsweise der TumorgréBe
oder dem Nodalstatus, allgemein bekannt ist, dass sie die Prognose der
Patientin mafBgeblich beeinflussen, wurden die erhobenen
Uberlebensdaten hinsichtlich der wichtigsten Faktoren mittels Kaplan-
Meier-Analyse untersucht.

Die Uberlebensanalyse bei Betrachtung der TumorgréBe ergab, dass
Patientinnen mit Tumoren der GréBe pT1l das beste Uberleben hatten,
wohingegen sich mit zunehmender GroBe des Karzinoms die Proghose der
Patientin verschlechterte. Frauen mit Raumforderungen der Ausdehnung
pT4 sind, bis auf eine Ausnahme, alle innerhalb von 72 Monaten
verstorben, vergleiche hierzu Abbildung 12.

Abbildung 13 zeigt die Analyse der Uberlebensdaten hinsichtlich des
Nodalstatus. In dem vorliegenden Patientenkollektiv unterscheiden sich
die Sterbefadlle bei Frauen ohne befallene Lymphknoten (NO) nur
unwesentlich von denen, die bei Operation einen Nodalstatus von N1
hatten, wohingegen die Kurven der Frauen mit héherem Nodalstatus (N2
oder N3) frih steil abfallen, das Mortalitatsrisiko also héher war.
Hinsichtlich des Alters wurden die Patientinnen in eine Gruppe < 50 Jahre

und eine Gruppe mit Frauen = 50 Jahre eingeteilt. Frauen, die bei
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Tumoroperation jlinger als 50 Jahre waren, zeigten bei einem signifikanten
p=0,002 ein ldngeres Uberleben und rezidivfreies Intervall (p=0,045), wie
in Abbildung 14 zu sehen ist.

Da der Menopausenstatus eng mit dem Alter der Frauen zusammenhangt,
ergibt sich fur die Kaplan-Meier-Kurven mit dem Vergleich pra- bzw.
perimenopausal und postmenopausal ein zu Abbildung 14 sehr dhnliches
Bild, mit ebenfalls signifikant langerem Gesamtiberleben bei den
pramenopausalen Patientinnen als bei den alteren und damit eher
postmenopausalen Frauen.

Patientinnen, die sich einer postoperativen Chemotherapie unterzogen
haben, zeigten tendenziell ldngere Uberlebenszeiten als diejenigen, die
keine Chemotherapie erhalten haben, der Unterschied erreichte allerdings
bei einem p= 0,072 im Log Rank-Test keine statistische Signifikanz.
Abbildung 16 veranschaulicht die Auswirkung der Chemotherapie auf das
Gesamtuberleben bzw. das rezidivfreie Intervall nach initialer

Tumoroperation.
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Abb. 12: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtkollektivs hinsichtlich der
TumorgroBe. Wie erwartet, zeigten Frauen mit pT1 Tumoren das beste Uberleben,
Patientinnen mit einem Karzinom der Ausdehnung pT4 das schlechteste. Dass Tumoren
der GroBe pT3 beim rezidivfreien Intervall eine ginstigere Prognose zu haben scheinen

als pT2-Raumforderungen, liegt an der kleinen Fallzahl von N=6.
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Abb. 13: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtkollektivs hinsichtlich des

Nodalstatus. Patientinnen, die keine befallenen Lymphknoten (NO) und diejenigen, die
einen Nodalstatus von N1 hatten, schienen sich hinsichtlich des Gesamtliberlebens kaum

zu unterscheiden. Anfangs kam es in beiden Gruppen zu einigen Sterbefadllen. Frauen mit

dem Status N3 zeigten deutlich schlechteres Uberleben.
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Abb. 14: Kaplan-Meier-Kurven des Gesamtkollektivs hinsichtlich des Alters der
Patientinnen. (A) Frauen unter 50 Jahre zeigten signifikant (Log Rank p=0,002) langere
Uberlebenszeiten als Patientinnen, die bei Tumoroperation &lter als 50 Jahre waren. (B)
Auch bei Betrachtung des rezidivfreien Intervalls ergab sich ein signifikant (P=0,045)
langeres rezidivfreies Intervall bei der Gruppe <50 Jahre im Vergleich zu den Frauen, die

> oder = 50 Jahre waren.
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Abb. 15: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtkollektivs hinsichtlich des
Menopausenstatus. Pra- und perimenopausale Frauen zeigten signifikant bessere

Uberlebenszeiten als postmenopausale Patientinnen (Log Rank p=0,004). (B) Bei der
Analyse des rezidivfreien Intervalls konnte eine Tendenz zum langeren Intervall bei

pramenopausalen Frauen gesehen werden, allerdings erreichte dies keine statistische

Signifikanz.
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Abb. 16: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtkollektivs bei Patientinnen mit und

ohne interkalierende Chemotherapie. Frauen, die sich einer Chemotherapie

unterzogen haben, zeigten deutlich ldngeres Uberleben, als diejenigen, die keine

Chemotherapie erhalten haben.

65



Zusammenfassend ist also zu sagen, dass die TumorgréBe, der
Nodalstatus und das Alter der Patientin (<50 Jahre vs. >50 Jahre)
signifikante Effekte sowohl auf das Gesamtlberleben, als auch auf das
rezidivfreie Intervall der Frauen mit tripel-negativem Karzinom zeigen.
Frauen in der Pramenopause haben nur hinsichtlich des Gesamtuberlebens
einen signifikanten Vorteil gegenlber den postmenopausalen Patientinnen.
Beim rezidivfreien Intervall lasst sich diese Tendenz auch ablesen. Der

Faktor ,adjuvante Chemotherapie®™ erreicht keine Signifikanz.

Da die Fragestellungen dieser Arbeit auf den Methylierungsstatus der
Promotorregion des BRCA1-Gens und dessen Auswirkungen auf die
Prognose der jeweiligen Patientin abzielen, wird im folgenden Absatz die
statistische Auswertung der Patientendaten im Hinblick auf den

Methylierungsstatus vorgenommen.

4.2.3. Auswertung der klinischen Daten im Hinblick auf den
Methylierungsstatus

Zur Klarung der Frage, ob es klinische und pathologische Faktoren gibt,
die flr die Anwesenheit einer Methylierung im BRCA1-Gen sprechen,
wurde das Kollektiv durch die Methylierung in zwei Gruppen unterteilt und
hinsichtlich der méglichen Faktoren untersucht.

Die Anwesenheit von mindestens 20% Methylierung im Tumorgewebe
zeigte einen inversen Zusammenhang mit dem Alter. Im Durchschnitt
waren Frauen mit einer Methylierung im Tumorgewebe 49 Jahre bei
Operation im Vergleich zu 59 Jahren bei Patientinnen ohne eine solche
epigenetische Veranderung der Promotorregion. Der Altersunterschied von
10 Jahren war bei einem p=0,003 im T-Test statistisch signifikant.
AuBerdem zeigt sich im x2-Test nach Pearson, dass Patientinnen mit
Methylierung im Tumor haufig pramenopausal sind. Von den 24
Methylierungsereignissen (bei einer Patientin fehlen hier die Daten)
konnten 13 (54%) bei pramenopausalen Frauen nachgewiesen werden,

hingegen waren nur 26 % der Frauen ohne Methylierung pramenopausal.
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Die Methylierung korreliert signifikant mit dem Menopausenstatus im x2-
Test nach Pearson bei exakter 2-seitiger Betrachtung mit einem p-Wert
von 0,023.

Weitere Analysen ergaben, dass die Gruppe der Patientinnen mit
Methylierung sich bezlglich der TumorgréBe und dem Nodalstatus nicht
von der Gruppe der unmethylierten unterscheidet. Metastasen traten bei
den Methylierten nicht auf, in der Vergleichsgruppe der Unmethylierten
allerdings bei 13,6%, was aber statistisch, bei einem p=0,076 im x2-Test
nach Pearson, keine Signifikanz erreichte. Hinsichtlich des Tumorgradings
waren 92% der Methylierten G3 klassifiziert, und nur 71% der
Unmethylierten. Dieser Unterschied war ebenfalls nicht signifikant.

Beim Vergleich der beiden Gruppen bezlglich des histologischen Typs fiel
auf, dass 88% der Methylierten vom duktalen Typ waren, allerdings auch
12% vom medulldren Typ. In der Vergleichsgruppe waren 76% duktal und
nur 4% medullar. Die Unterschiede in den Histologien erreichten bei einem

p= 0,223 keine statistische Signifikanz.

Tab. 14: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Kreuztabellen.

Methylierung >20% Unmethyliert Pearson x2-Test

N= % exakte Signifikanz

N= % zweiseitig p=

Menopausenstatus 0,023

Pra-/ perimenopausal 13 54,2 % 38 29,7 %

Postmenopausal 11 45,8 % 90 70,3 %

TumorgroBBe pT 0,751

1 12 48,0 % 62 46,3 %

2 12 48,0 % 61 45,5 %

3 1 4,0 % 4 3,0 %

4 0 7 5,2%
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Nodalstatus 0,610

negativ 18 64,0 % 71 54,6 %

positiv 9 36,0 % 59 45,4 %

Metastasen 0,076
Ja 0 17 13,6 %

Nein 24 100 % 108 86,4 %

Grading 0,075
G1 0 7 5,3 %

G2 2 8,0 % 31 23,7 %

G3 23 92,0 % 93 71,0 %

Histologie 0,223
Duktal 22 88,0 % 103 76,3 %

Lobular 0 5,2 %

Tubular 0 1,5 %

Medullar 3 12,0 % 6 4,4 %

Muzinds 0 0,7 %

Sonstige 0 16 11,9 %

Die Kaplan-Meier-Analyse der 141 Follow-up Daten des Gesamtkollektivs
hinsichtlich des Methylierungsstatus (positiv= >20%) zeigt, dass eine
Promotormethylierung des BRCA1-Gens mit signifikant (Log Rank
p=0,013) ldngerem rezidivfreiem Uberleben assoziiert ist, was Abbildung
17 verdeutlicht. Von 141 auswertbaren Uberlebensdaten war bei 120
Tumoren der Promotor unmethyliert. In dieser Gruppe traten 32
Ereignisse, also Rezidive, auf. Bei den 21 methylierten Mammakarzinomen
hingegen war kein Ereignis zu verzeichnen. Es zeichnete sich ein
protektiver Effekt der Promotormethylierung flr das Auftreten von

Rezidiven ab.
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Abb. 17: Kaplan-Meier Uberlebensfunktion zum Rezidivfreien Intervall
hinsichtlich der Methylierung. Die Patientinnen mit einer BRCA1
Promotormethylierung (griine Linie) zeigten ein signifikant langeres rezidivfreies Intervall
im Gegensatz zu den Frauen ohne Methylierung (blaue Linie). Zugrunde liegen 141
Follow-up Daten. Bei 120 unmethylierten Proben traten 39 Ereignisse, also Rezidive auf,

bei 21 methylierten Tumoren hingegen war kein Ereignis zu verzeichnen.

Wenn man das Gesamtuberleben betrachtet, zeichnet sich ebenfalls ein
protektiver Effekt der Promotormethylierung des BRCA1 Gens ab, dieser
erreicht aber keine statistische Signifikanz. Flr die Kaplan-Meier-Analysen
des Gesamtiiberlebens lagen 142 auswertbare Daten zum Uberleben der
Patientinnen vor. Von 119 Frauen ohne Methylierung sind im Laufe der
Beobachtung 27 verstorben, was einem Prozentsatz von 22,7% entspricht.
Bei der Subgruppe der Patientinnen mit Methylierung (n=23) sind 2
Frauen, also 8,7%, verstorben. Die Abbildung 18 zeigt, dass bei den
methylierten Frauen weniger verstorben sind, als in der unmethylierten
Vergleichsgruppe, dieser Effekt ist bei einem Log Rank p-Wert von 0,126
aber nicht signifikant.

Frauen mit Promotormethylierung sind also meist jinger, haben Tumoren,
die schlecht bzw. undifferenziert sind und haben eine deutlich bessere

Prognose als Patientinnen ohne Methylierung.
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Abb. 18: Kaplan-Meier Uberlebensfunktion zum Gesamtiiberleben hinsichtlich
der Methylierung. Zugrunde |liegen 142 auswertbare Patientendaten zum
Gesamtiberleben. Von 119 unmethylierten Tumorpatientinnen (blaue Linie) sind im Laufe
der Beobachtungen 27 verstorben (22,7%), in der Gruppe der Patientinnen mit
Promotormethylierung, n=23 (grine Linie) nur 2 (8,7%). Ein positiver Effekt der
Promotormethylierung auf das Gesamtiiberleben lasst sich tendenziell erkennen, ist aber

statistisch nicht signifikant.

4.2.4. Auswertung der klinischen Daten in Hinblick auf die
Kopienanzahlveranderungen des BRCA1-Gens

Bei der statistischen Auswertung der Daten des Patientenkollektivs
hinsichtlich der Kopienanzahlveranderungen im BRCA1-Gen konnten keine
relevanten Unterschiede zwischen den beiden Vergleichsgruppen gefunden
werden. Es wurde die Gruppe mit Gendosisveranderungen derjenigen mit
normaler Gendosis gegenlibergestellt. Da die Anzahl der Tumoren mit
einer Amplifikation sehr klein ist (N=4), wurde auf eine separate Analyse
verzichtet. Untersucht wurde, ob ein Zusammenhang zwischen
Kopienanzahlveranderung und Alter, TumorgréBe, Nodalstatus, Grading,
Rezidiv und Tod besteht. Bei 12 von 22 Frauen (54,5%) mit
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Promotormethylierung im Tumor wurden Gendosisveranderungen

gefunden, bei den im Tumor unmethylierten waren es nur 44,8%. Der

Unterschied ist statistisch bei einem p=0,212 im exakten Xz—Test nach
Pearson nicht signifikant.

Bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens in der Kaplan-Meier Analyse (siehe
Abbildung 19 links) zeigte sich, dass Patientinnen ohne eine Deletion im
BRCA1-Gen ein geringfligig besseres, statistisch ebenfalls nicht
signifikantes, Uberleben aufwiesen. 5 Jahre postoperativ lebten noch
79,1% der Patientinnen ohne Gendosisveranderungen, aber nur noch
72,1% der Frauen mit Deletionen im BRCA1-Gen (siehe Tabelle 19 im
Anhang).

Beim Auftreten von Rezidiven liefern die Uberlebenstabellen nach Kaplan-
Meier ahnliche Ergebnisse wie beim Gesamtliberleben, was in Abbildung
19 (rechts) veranschaulicht ist. Die genauen Zahlen sind in Tabelle 20 im
Anhang aufgefihrt. Die Unterschiede zwischen den beiden verglichenen

Gruppen erreichten keine statistische Signifikanz.
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Abb. 19: (links) Kaplan-Meier-Analysen des Gesamtliberlebens und (rechts) des

rezidivfreien Intervalls mit dem Faktor der Kopienanzahlveranderungen im BRCA1-Gen.
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4.2.5. COX-Regression

Zur Klarung der Frage, ob ein Faktor tatsachlich einen Effekt auf das
Gesamtuberleben bzw. das rezidivfreie Intervall hat, lasst sich ein
Regressionsmodel nach Cox berechnen. In Tabelle 15 sind die univariaten
COX-Regressionen des rezidivfreien Intervalls hinsichtlich einiger wichtiger
Faktoren dargestellt. Fir den Faktor der Promotormethylierung musste
aufgrund der Datenlage eine Cox-Regression nach Firth berechnet werden,
welche die Methylierung mit einem Hazard Ratio von 0,081
(Konfidenzintervall 0,001-0,570) als signifikanten Faktor ermittelte. Das
bedeutet eine Risikoreduktion flr das Auftreten eines Rezidivs bei Frauen
mit einer Methylierung in der BRCA1l-Promotorregion von 91,9%
gegenluber der unmethylierten Vergleichsgruppe. Die Faktoren TumorgréBe
und Nodalstatus zeigen ebenfalls einen signifikanten (p<0,05)
Zusammenhang mit dem rezidivfreien Intervall. Bei Patientinnen mit einer
Raumforderung der GroBe pT3 oder pT4 ist das Risiko ein Rezidiv zu
erleiden 3,424 mal so hoch wie in der Vergleichsgruppe (pT1 oder pT2).
Beziiglich des Nodalstatus ergab die univariate COX-Regression, dass mit
hoherem Nodalstatus das Risiko des Rezidivs zunimmt. Frauen mit einem
Lymphknotenbefall von N2 haben verglichen mit der Gruppe mit NO ein

4,215 fach hoéheres Risiko ein Rezidiv zu bekommen.

Tab. 15: Prognostische Faktoren fiir das rezidivfreie Intervall bei TNBC.

Univariate Analyse
Variable N Hazard Ratio [95% P-Wert

Konfidenzintervall]

Alter 148

<50 J. vs. >50] 2,284 [0,994-5,250] 0,052 n.s.
Menopausenstatus 138

Post vs. Pra/peri 1,783 [0,804-3,956] 0,155 n.s.
TumorgréBe 148

pT3/4 vs. pT1/2 3,424 [1,413-8,300] 0,006
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Nodalstatus 144 0,001

N1 vs. NO 0,862 [0,377-1,972] 0,726 n.s.
N2 vs. NO 4,215 [1,629-10,904] 0,003

N3 vs. NO 5,705 [1,618- 20,118] 0,007
Chemotherapie 148

nein vs. ja 1,324 [0,512-3,423] 0,562 n.s.
Methylierung 141

>20% vs. <20% 0,081 [0,001-0,570] signifikant
BRCA1-Defizienz 74

Ja vs. nein 0,237 [0,054-1,033] 0,055 n.s.

Um die prognostische Bedeutung der Promotormethylierung unter dem
Einfluss der in der univariaten COX-Regression als relevant gefundenen
Faktoren auf das rezidivfreie Intervall zu untersuchen, wurde ein
multivariates COX-Regressionsmodell angewandt. In die multivariate
Analyse wurden die Methylierung, der Nodalstatus und die TumorgrdBe
eingeschlossen. Die statistischen Berechnungen ergaben, dass die
Promotormethylierung im BRCA1-Gen (HR 0,096, Konfidenzintervall
0,001-0,687) und der Nodalstatus (pN) unabhdangige prognostische
Faktoren flUr das rezidivfreie Intervall sind.

Die TumorgroBe zeigte in diesem multivariaten Cox-Regressionsmodell mit
einem HR von 2,008 (Konfidenzintervall 0,605-5,404) einen Effekt auf das
rezidivfreie Uberleben, wobei keine statistische Signifikanz erreicht wurde.
Eine genaue Aufstellung der untersuchten Faktoren und die dazugehdérigen
HRs sind in Tabelle 16 aufgelistet.

Die univariate Cox-Regression flir das Gesamtuberleben erbrachte, dass
das Alter, der Menopausenstatus, die TumorgréBe und der Nodalstatus
signifikante Effekte auf die Uberlebenszeit der Patientinnen haben. Die
Chemotherapie, die Methylierung und die Kopienanzahlveranderungen

weisen bei Anwesenheit jeweils auf eine Risikoreduktion hinsichtlich des
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Ereignisses Tod hin, sind aber nicht signifikant. Tabelle 17 enthalt die

genauen Zahlen der multivariaten Analysen des Gesamtliberlebens.

Tab. 16: Multivariate Cox-Regression nach Firth fiir das rezidivfreie Intervall.

Multivariate Analyse

Variable N Hazard Ratio [95% Signifikanz
Konfidenzintervall]

TumorgréBe 137

pT1/2 vs. pT3/4 2,008 [0,605-5,404] -

Nodalstatus 137 +

NO vs.N1 0,679 [0,267-1,578] -

NO vs. N2 3,225 [1,141-8,091]

NO vs. N3 4,386 [1,087-13,442] +

Methylierung 137

<20% vs. >20% 0,096 [0,001-0,687] +

Tab. 17: Multivariate Cox-Regression fiir das Gesamtiiberleben.

Multivariate Analyse

Variable N Hazard Ratio [95% P-Wert
Konfidenzintervall]

TumorgréBe 138

pT1/2 vs. pT3/4 4,767 [1,921-11,829] 0,001
Nodalstatus 138 0,008
NO vs.N1 0,807 [0,316-2,057] 0,653
NO vs. N2 1,750 [0,545-5,625] 0,347
NO vs. N3 6,992 [2,052-23,825] 0,002
Methylierung 138

<20% vs. >20% 0,440 [0,103-1,891] 0,270

Auch flir das Gesamtluberleben wurde

multivariates Cox-

Regressionsmodell angewandt, was die TumorgroBe und den Nodalstatus

als prognostische Effektoren auf die Uberlebenszeit ermittelte. Die
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Methylierung scheint

einem HR von

auch auf

das

Gesamtuberleben einen positiven Effekt zu haben, der sich aber nicht als

signifikant erwies. Tabelle 18 zeigt die univariate Regression fur das

Gesamtuberleben.

Tab. 18: Prognostische Faktoren fiir das Gesamtiiberleben bei TNBC.

Univariate Analyse

Variable N Hazard Ratio [95% P-Wert
Konfidenzintervall]

Alter 147

<50 J. vs. >50] 4,484 [1,567-12,830] 0,005

Menopausenstatus 139

Prd/peri vs. Post 4,123 [1,438-11,823] 0,008

TumorgréBe 147

pT1/2 vs. pT3/4 5,878 [2,700-12,799] <0,001

Nodalstatus 143 <0,001

NO vs.N1 1,090 [0,459-2,587] 0,846 n.s.

NO vs. N2 2,562 [0,825-7,954] 0,104 n.s.

NO vs. N3 10,884 [3,387- 34,972] <0,001

Chemotherapie 148

CTX vs. keine CTX 0,497 [0,229-1,081] 0,078 n.s.

Methylierung 141

<20% vs. >20% 0,343 [0,082-1,445] 0,145 n.s.

BRCA1-Defizienz 76

Ja vs. nein 0,369 [0,106-1,286] 0,118 n.s.
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5. Diskussion

5.1. Pravalenz der BRCA1l-Promotormethylierung im tripel-

negativen Patientenkollektiv

Da es durch Methylierung im Promotorbereich von Genen zur deren
Inaktivierung und damit zu fehlender Expression des Gens kommen kann,
wurde in dieser Arbeit besonderes Augenmerk auf die Methylierung des
BRCA1-Gens in der Subgruppe der tripel-negativen Mammakarzinome
gelegt. Das BRCA1-Gen ist fir homologe Rekombination bei der Reparatur
von DNA-Doppelstrangbriichen zustandig und ist bei einem Teil der
Mammakarzinome fur die Krebsentstehung von entscheidender
Bedeutung.

Ziel der Experimente zu dieser Arbeit war es, herauszufinden, wie hoch die
Pravalenz der epigenetischen Veranderungen und von genomischen
Rearrangements im BRCA1-Gen in der Subgruppe der tripel-negativen
Mammakarzinome ist und welche Auswirkungen diese Veranderungen auf
die Prognose der betreffenden Patientin haben.

Die methylation sensitive-high resolution melting Analyse (MS-HRM)
konnte durch Klonierung und Sequenzierung der bisulfitbehandelten DNA
als verlassliches Instrument fur die Bestimmung der
Methylierungsereignisse eingestuft werden, was auch durch die
Forschergruppe um Migheli et al., die die MS-HRM Analyse als ahnlich
verlassliches Verfahren wie die pyrosequencing-Methode identifiziert
haben, bestatigt wurde (Migheli et al., 2013).

In dem untersuchten Kollektiv zeigte sich bei 44 von 170 analysierten
DNA-Proben eine Methylierung (25,9%). Allerdings wurde flr die
statistische Auswertung ein Cut-off gewahlt, der nur Tumoren mit >20%
methylierten CpGs als positiv einstuft, da niedrigere Methylierungslevel
nicht mit reduzierter Transkription assoziiert sind (Cameron et al., 1999).
Danach verblieben 25 Proben mit einer deutlichen (=20% methylierte

CpGs) Promotormethylierung, woraus sich eine Methylierungshaufigkeit in
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diesem TNBC-Kollektiv von 15% ergibt. In einer groB8 angelegten Studie,
die von Xu et al. 2013 durchgefuhrt wurde, ergab sich bei der Analyse von
206 TNBCs eine Methylierungspravalenz in der BRCA1 Promotorregion von
31% (Xu et al.,, 2013). Galizia et al. publizierten 2010 eine ahnliche
Methylierungshaufigkeit unter den von ihnen untersuchten TNBCs, namlich
31,8% (Galizia et al.,, 2010). Die Forschergruppe um Ignatov
veroffentlichte klrzlich eine Untersuchung, bei der die Methylierungen im
TNBC-Kollektiv noch héher lagen, namlich bei 66,2%. Allerdings wurden
auch 64,2% Methylierung in nicht-tripel-negativen Karzinomen gemessen,
was weit Uber den mehrheitlich publizierten 7-30% liegt. Alle drei
angefuhrten Untersuchungen wurden nicht wie in dieser Arbeit mit MS-
HRM analysiert, sondern mittels der methylation specific-PCR (MSP).

All diese Angaben liegen deutlich Uber den bei diesem Kollektiv
gemessenen 15%. Das kann einerseits an einem hdheren Anteil von
angrenzendem Normalgewebe, in dem die BRCA1l-Promotorregion
unmethyliert ist, liegen, der bei der Praparation des Tumors mitgewonnen
wurde. Der Anteil des Normalgewebes wurde aber durch Makrodissektion
durch den Pathologen des Klinikums minimalisiert. Das in geringen
Mengen mitpraparierte Normalgewebe kann eventuell dazu gefthrt haben,
dass Tumoren unter den Cut-off von 20% gerutscht sind und damit als
unmethyliert gewertet wurden, in Wirklichkeit aber >20% Methylierung
aufweisen.

Andererseits ist die unterschiedliche Pravalenz sicherlich auch auf die
Analysemethode zurlickzufihren, da die MSP im Gegensatz zur MS-HRM
ein nicht-quantitatives Verfahren darstellt, was auch niedrige
Methylierungslevel misst, die nicht mit Transkriptionsminderung assoziiert
sind (Cameron et al., 1999). Der Cut-off von 20% in dieser Arbeit schlief3t
die niedrigen Methylierungslevel aus, was zu einer geringeren
Methylierungspravalenz fuhrt. Zudem ist die methylation specific-PCR
anfallig fur falsch-positive Ergebnisse (Kristensen et al., 2008; Shaw et al.,
2006), was sich wiederum in einer hdheren Pravalenz niederschlagen

kann.
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Wenn man all diese Dinge berlcksichtigt, liegen die im Rahmen dieser
Arbeit gemessenen 15% und die Pravalenzen der kirzlich verdéffentlichen

Studien wahrscheinlich in einem ahnlichen Bereich.

5.2. Zusammenhang der Methylierung mit anderen klinischen

und pathologischen Faktoren

Die Patientinnen mit Methylierung zeigten in diesem Kollektiv einige
klinische und pathologische Auffalligkeiten. Im Durchschnitt waren sie bei
Diagnosestellung 10 Jahre jlnger, haufiger pramenopausal und litten
haufiger an schlecht bzw. undifferenzierten Tumoren (G3) als die
Vergleichsgruppe, was insgesamt den Merkmalen von BRCA1-
Mutationstragerinnen entspricht und zeigt, dass eine Geninaktivierung
durch Methylierung einen ahnlichen Phanotyp wie eine Mutation im
BRCA1-Gen bedingen kann (Catteau and Morris, 2002; Esteller et al.,,
2001). Diese Assoziation zwischen Methylierung und klinischen
Eigenschaften ist im Einklang mit anderen Studien, wie zum Beispiel der
von Wei et al. aus dem Jahr 2005 (Wei et al., 2005).

Bei Betrachtung des histologischen Subtyps fiel auf, dass die methylierten
Tumoren zu 88% duktale und zu 12% medullare Karzinome waren. In der
Gruppe der nicht-methylierten lag der Anteil der medulldaren Karzinome
nur bei 4%. Das ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung von Manel
Esteller, dass BRCAl-methylierte Karzinome haufiger vom medullaren
Subtyp sind (Esteller et al., 2000).

Die Analyse des Gesamtkollektivs hinsichtlich anderer wichtiger klinischer
Faktoren wie der TumorgroBe und des Nodalstatus ergab, wie erwartet,
dass die Rezidivrate und die Todesfalle mit steigender TumorgréBe
zunahmen. Das scheinbar langere rezidivfreie Intervall bei pT3 Tumoren
im Vergleich zu pT2 Tumoren (vgl. Abbildung 12) ist vermutlich der
kleinen Fallzahl der pT3 Raumforderungen von N=6 und der sehr kurzen
Beobachtungszeit dieser Patientinnen geschuldet. Die Kaplan-Meier-

Analyse des Gesamtkollektivs flir den Nodalstatus erbrachte sowohl beim
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Gesamtlberleben als auch beim rezidivfreien Intervall, dass Karzinome
ohne Lymphknotenbeteiligung (NO) und N1 klassifizierte Tumoren sich
erstaunlicherweise kaum voneinander unterscheiden. N2 und N3 Tumore
zeigten erwartungsgemaB deutlich schlechtere Uberlebenszeiten mit
frihen Sterbe- und Rezidivfallen.

Hinsichtlich TumorgréBe und Nodalstatus unterschieden sich die
Patientinnen mit und ohne Methylierung nicht voneinander, was auch den
Beobachtungen in den oben vorgestellten Untersuchungen von Ignatov

und Xu entspricht.

5.3. Assoziation der Promotormethylierung mit einem LOH

Flr sporadische Mammakarzinome wurde eine Assoziation zwischen der
Promotormethylierung und einem /loss of herterozygocity durch Deletion in
verschiedenen Verdffentlichungen beschrieben (Wei et al., 2005; Esteller
et al., 2000; Birgisdottir et al., 2006). AuBerdem fanden einige Autoren
einen Zusammenhang zwischen LOH und Hormonrezeptornegativitat
(Okada et al., 2012; Rhiem et al.,, 2010; Osorio et al., 2002). Die LOH-
Pravalenzen bei sporadischen Brusttumoren werden in diversen Studien
zwischen 20% und 52% angegeben (Okada et al.,, 2012; Rhiem et al,,
2010). Um zu Uberprifen, ob im tripel-negativen Kollektiv eine Haufung
dieser genomischen Veranderungen und ein Zusammenhang mit der
Methylierung nachgewiesen werden kann, wurde in dieser Arbeit die
Haufigkeit von Rearrangements mittels MLPA-Analyse untersucht.

44,2% der untersuchten TNBCs besaBen genomische Rearrangements im
BRCA1-Gen, welche allerdings keine Assoziation mit klinischen und
pathologischen Merkmalen hatten. Bei den Uberlebensanalysen nach
Kaplan und Meier konnten die Beobachtungen von Rhiem et al. und Okada
et al., namlich dass LOHs mit signifikant schlechterem Gesamtliberleben
und rezidivfreiem Intervall vergesellschaftet sind, nicht belegt werden.
Zwar lasst sich in Abbildung 19 beim Gesamtiberleben eine Tendenz fir

schlechteres Uberleben bei Frauen mit einer BRCA1l-Deletion ablesen,
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dieser Unterschied ist aber statistisch nicht signifikant. Bei Analyse des
rezidivfreien Intervalls konnte flUr die allelische Imbalance kein
Unterschied bei Patientinnen mit und ohne LOH im BRCA1-Gen gefunden
werden.

Jedoch lag die Pravalenz fur Veranderungen der Kopienanzahl in der
Subgruppe der methylierten Tumoren etwas hdher, namlich bei 54,5%.
Das legt die Vermutung nahe, dass es eine Assoziation von Methylierung
und LOH, wie in einigen Studien beschrieben, geben kdénnte. In diesem
Kollektiv konnte aber kein statistisch signifikanter Zusammenhang

gefunden werden.

5.4. Auswirkungen der BRCA1-Methylierung auf die Prognose

der Betroffenen

Die letzte aus 1.7 noch unbeantwortete Fragestellung ist die nach dem
Effekt der BRCA1l-Methylierung auf die Prognose der Betroffenen. Die
Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtkollektivs erbrachte, wie bei tripel-
negativen Tumoren erwartet, dass die meisten Rezidive und Sterbefalle
innerhalb eines Zeitraums von 5 Jahren nach Diagnosestellung eintraten.
Nach diesem Zeitraum nahm die Zahl der Ereignisse deutlich ab.
Interessanterweise zeigte sich bei Betrachtung der Rezidivereignisse im
Hinblick auf die BRCA1-Methylierung, dass diese einen prognostisch sehr
gunstigen Effekt auf das rezidivfreie Intervall ausibt. In der Gruppe der
Methylierten trat im Beobachtungszeitraum kein Rezidiv auf, allerdings
waren die Beobachtungszeiten in dieser Gruppe gering.

Das bestatigt die Beobachtung von Xu et al., die zeigt, dass bei den tripel-
negativen Tumoren die Methylierten ein signifikant langeres rezidivfreies
Intervall haben als die Unmethylierten, wohingegen die 10-Jahres-
Uberlebensrate im Gesamtkollektiv bei Frauen mit Methylierung schlechter
war als ohne Methylierung (Xu et al., 2013). Zu ahnlichen Ergebnissen
kam auch die Forschergruppe um T. Ignatov im Jahr 2013 (Ignatov et al.,
2013). In der Gruppe der TNBCs hatten Patientinnen mit BRCA1-
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Methylierung ein langeres rezidivfreies Intervall als Frauen ohne
Methylierung, dagegen konnte bei den Nicht-TNBCs keine Assoziation
zwischen der Promotormethylierung und der Lange des rezidivfreien
Zeitraums festgestellt werden.

In der univariaten Cox Regression flur das rezidivfreie Intervall konnten die
TumorgréBe, der Nodalstatus und die Promotormethylierung als
unabhangige, prognostisch wichtige Faktoren ausgemacht werden, wobei
das Risiko flir ein Rezidiv mit steigender TumorgréBe und hoéherem
Nodalstatus zunimmt. Die Methylierung hingegen scheint einen
protektiven Effekt auszulben. In der multivariaten Analyse konnten die
Methylierung und der Nodalstatus als signifikante Effektoren auf das
rezidivfreie Intervall ausgemacht werden. Die TumorgréBe hatte in diesem
Modell keinen signifikanten Einfluss mehr auf das Ereignis Rezidiv.

Es ergab sich bei einer Hazard Ratio von 0,096 (Konfidenzintervall 0,001-
0,687) eine Risikoreduktion fir das Ereignis Rezidiv von 90,4% durch eine
BRCA1-Promotormethylierung =>20%. Die beiden groBen Studien von
Ignatov et al. und Xu et al. fanden ebenfalls die BRCA1-Methylierung als
unabhangigen prognostisch gunstigen Faktor im Hinblick auf das
rezidivfreie Intervall, allerdings lagen die Hazard Ratios héher, namlich bei
0,224 bzw. 0,45. Das liegt mdéglicherweise daran, dass in dieser Arbeit bei
der Cox Regression mit dem Faktor Methylierung eine Korrektur nach Firth
gerechnet werden musste. Zu beachten ist bei der Betrachtung der
Ergebnisse zudem, dass die absolute Zahl an methylierten Proben fir eine
statistische Auswertung klein ist (25 Methylierungsereignisse) und dass je
nach Eintritt des Karzinoms bis zur Beendigung der Beobachtungszeit zur
statistischen Auswertung nur kurze Follow-up-Zeiten berlicksichtigt
werden  konnten. AuBerdem sind fur die Auswertung alle
Methylierungsfalle  zensiert worden, was bedeutet, dass die
Beobachtungszeit endete bevor ein Rezidiv beziehungsweise ein Todesfall
eintrat. Auch im Hinblick auf das Gesamtlberleben scheint die

Methylierung einen protektiven Effekt auszuiiben (siehe Abbildung 16),
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der in dieser Untersuchung allerdings keine statistische Signifikanz

erreichte.

Verschiedene Studien zeigten den Effekt der Chemotherapie bei TNBCs
und beschrieben diese Subgruppe als sehr chemosensitive Entitat (Carey
et al., 2007; Liedtke et al., 2008). Tragt man dem Verlust der homologen
Rekombination in BRCA1l-defizienten Zellen Rechnung, kann erwartet
werden, dass DNA-schadigende Medikamente, wie Anthrazykline und
Cyclophosphamid, in dieser Subgruppe hohe Zytotoxizitat entwickeln (Gluz
et al.,, 2009; Kennedy et al.,, 2004). Ahnliches zeigte die Studie von
Gonzalez-Angulo et al., die ein langeres rezidivfreies Intervall nach
adjuvanter anthrazyklinbasierter Chemotherapie bei TNBCs mit BRCA1/2 -
Mutationen belegte. Lee et al (2011) konnte hingegen kein besseres
Outcome fur BRCA1-defiziente nach Anthrazyklintherapie zeigen.

In unserem tripel-negativen Kollektiv zeigten die Patientinnen, die sich
einer adjuvanten Chemotherapie unterzogen haben ein besseres
Uberleben, als diejenigen ohne Chemotherapie. Allerdings fallt bei
genauerer Betrachtung der Gruppen auf, dass sie sich auch hinsichtlich
anderer Faktoren unterscheiden. Die Patientinnen ohne Chemotherapie
hatten ein Durchschnittsalter von 71 Jahren, im Gegensatz zu 54 Jahren
bei Frauen mit adjuvanter Chemotherapie. AuBerdem litten 28% der
Patientinnen in der Gruppe ohne Chemotherapie an einem Tumor der
Ausdehnung pT3 oder pT4, die auch ungeachtet der Therapie ein
schlechteres Uberleben haben als die kleineren Raumforderungen (pT1
oder pT2). In der anderen Gruppe, also mit Chemotherapie, waren nur 3%
der Tumoren mit pT3 oder pT4 klassifiziert. Der Unterschied zwischen den
beiden Gruppen hinsichtlich des Uberlebens wird also nicht allein an der
fehlenden Chemotherapie liegen.

Interessant ist auch die Frage, ob Frauen mit BRCA1-Methylierung und
damit mit BRCAl-Defekt bessere Uberlebenszeiten durch die
Chemotherapie haben als diejenigen mit intaktemm BRCA1-Gen, wie

klrzlich von Xu et al. beschrieben (Xu et al., 2013). Die meisten unserer
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Patientinnen (79% mit vs. 21% ohne Chemotherapie) erhielten eine
adjuvante Therapie, die FEC, EC oder ein anderes Anthrazyklin-Taxan
Schema, enthielt. Die hier vorgelegten Daten wilrden somit bestatigen,
dass die Subgruppe der mit Anthrazyklinen oder Taxanen behandelten
Patientinnen (N=100) durch eine BRCA1l-Promotormethylierung ein
langeres rezidivfreies Intervall hatten als diejenigen ohne Methylierung.
Jedoch kann bis jetzt nicht ausgeschlossen werden, dass BRCA1l-defekte
Tumoren durch die intrinsischen Tumoreigenschaften mit einer besseren

Prognose assoziiert sind, unabhangig von der Therapie.

5.5. Neue Substanzen fur BRCA1-defizente Tumoren

Klinische und praklinische Studien legen nahe, dass neue Substanzen, die
speziell auf Tumoren mit defekter Doppelstrangreparatur abzielen, wie
PARP-Inhibitoren oder Platin-basierte Medikamente, beste Effekte erzielen.
PARP-1 und -2 sind nukleare Proteine, die eine entscheidende Rolle bei der
Reparatur von Einzelstrangbriichen spielen (Dantzer et al., 2006). PARP-
Inhibitoren fihren somit zu einer Akkumulation von Einzelstrangbrlichen,
die wahrend der Replikation der Zelle zu Doppelstrangbriichen werden.
Diese Doppelstrangbriiche werden unter normalen Umstdnden durch
homologe Rekombination mithilfe des BRCA1-Genprodukts repariert. Bei
BRCA1-defizienten Zellen kommt es durch den Einsatz von PARP-
Inhibitoren zur synthetischen Letalitdt, die definiert ist als der letale Effekt
der Inaktivierung zweier Enzyme oder Pathways, wenn die Inaktivierung
nur eines Enzyms von der Zelle toleriert bzw. ausgeglichen werden kénnte
(Kaelin, 2005). Tutt et al. verotffentlichten klrzlich eine vielversprechende
Studie, die durch den PARP-Inhibitor Olaparib Ansprechraten von >40%
bei metastatsiertem Mammakarzinom bei BRCA1/2 mutierten Patientinnen
erreichten (Tutt et al., 2010). Diese Untersuchungen wurden an BRCA1l
mutierten Tumoren gemacht, allerdings scheinen sie bei Tumoren mit
epigenetischen Veranderungen, wie der Methylierung, ebenfalls wirksam

zu sein, wie Drew et al. 2011 vermuteten. Ahnlich gute Ansprechraten
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zeigen die Platin-basierten Medikamente bei fortgeschrittenen TNBCs
(Silver et al., 2010; Byrski et al., 2010).

5.6. Schlussfolgerung

Diese Arbeit zeigt, dass auch die Subgruppe der tripel-negativen
Karzinome eine sehr heterogene ist. Obwohl Frauen mit einem TNBC im
allgemeinen, durch die Tumoreigenschaften und die fehlenden
individuellen Therapiemdglichkeiten, eine schlechtere Prognose haben als
diejenigen mit hormonrezeptorpositiven Tumoren, findet sich unter den
TNBCs eine Subgruppe, namlich die BRCAl-defizienten Tumoren, die eine
sehr  glinstige Prognose und gutes  Ansprechen auf  die
Standardchemotherapie aufweisen. Tumoren mit einer Methylierung der
Promotorregion des BRCA1-Gens zeigen einen ahnlichen Phanotyp wie
solche mit einer Mutation in diesem Gen. Derzeit laufen einige
vielversprechende Studien mit neuen Medikamenten, die speziell bei
Tumoren mit Defekt der homologen Rekombination wirksam zu sein
scheinen.

Daher ware es sinnvoll bei Patientinnen, die Merkmale eines BRCA1-
defizienten Tumors zeigen, neben der Mutationsanalyse auch eine
Methylierungsanalyse durchzufihren, um noch mehr Frauen
herauszufiltern, die gute Ansprechraten auf die neuen Therapien haben
und damit von den neuen Medikamenten profitieren kénnten. Das Beispiel
der BRCA1l-defizienten TNBCs mit gutem Ansprechen auf neue
Substanzklassen zeigt, dass es durchaus sinnvoll ist, die tripel-negativen
Tumoren durch molekulare Analysen weiter zu unterteilen und nach
weiteren Subgruppen und speziellen Therapiemdéglichkeiten zu suchen, um
Frauen mit TNBCs weitere Therapieoptionen anbieten zu kdénnen und
damit deren schlechte Prognose Zu verbessern. Neue
Behandlungsmdglichkeiten kénnen zwar die Uber eine Million
Mammakarzinom-Neuerkrankungen pro Jahr nicht reduzieren, die

tumorbedingte Sterblichkeit allerdings schon.
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Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist der haufigste maligne Tumor der Frau, an dem in
der westlichen Welt etwa jede 8. Frau erkrankt. Das tripel-negative
Karzinom stellt mit ca. 15% eine relativ kleine Subgruppe dar, die
allerdings durch eine schlechte Prognose und Uberproportional viele
Brustkrebssterbefalle gekennzeichnet ist. Da eine antihormonelle
Behandlung und die Gabe des Antikdérpers Trastuzumab bei
Rezeptornegativitat obsolet sind, steht den Patientinnen mit einem solchen
Tumor neben der operativen Entfernung derzeit nur die
Standardchemotherapie zur Verfligung.

TNBCs ahneln in ihrem Phanotyp oft dem von Tumoren mit BRCA1-
Mutation, was die Vermutung nahe legt, dass unter den TNBCs
Uberproportional viele Tumoren einen BRCA1l-Defekt aufweisen. Neben
Mutationen sind epigenetische Veranderungen, wie die
Promotormethylierung, ebenfalls in der Lage Gene zu inaktivieren.

Mittels der methylation sensitive-high resolution melting Analyse wurde
die Promotorregion des BRCAl1l-Gens von 170 DNA-Proben auf
Methylierungen  hin  untersucht, nachdem diese zuvor einer
Bisulfidkonversion unterzogen wurden. Um die Ergebnisse zu verifizieren
wurden stichprobenartig einige bisulfidbehandelte Proben einer Klonierung
und Sequenzierung unterzogen. Die Ergebnisse der MS-HRM konnten so
als verlasslich eingestuft werden. Ob zusatzlich ein Verlust von BRCA1-
Kopienanzahlen in den Proben vorliegt, wurde mithilfe der Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) untersucht. Fur die
Prifstatistik wurden die klinischen und pathologischen Daten der
Patientinnen mit den Ergebnissen der Experimente in die statistische
Auswertung inkludiert. Nach der Schmelzkurvenanalyse wurde ein cut-off
bei 20% gewahlt, da von Cameron et al. gezeigt wurde, dass erst bei
einer Methylierung zwischen 30% und 40% eine komplette Inaktivierung
der Genexpression erreicht wird. Es ergab sich eine
Methylierungspravalenz in unserem Kollektiv von 15%, die mehr als 20%

methylierte CpGs in der Promotorregion des BRCA1l-Gens zeigen. Bei
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44,2% konnte eine Deletion und bei 3,3% eine Amplifikation dieses Gens
nachgewiesen werden.

Die statistische Auswertung ergab, dass im Gesamtkollektiv die
TumorgroBe, der Nodalstatus, das Alter und der Menopausenstatus einen
signifikanten Effekt auf die Uberlebenszeiten hatten. Die adjuvante
Chemotherapie zeigte eine deutliche Tendenz zum besseren Uberleben,
dies erreichte statistisch aber keine Signifikanz. Die Statistik beziglich der
BRCA1-Methyierung ergab, dass Frauen mit dieser Veranderung im
Durchschnitt 10 Jahre jlinger, haufiger G3 klassifiziert und haufiger vom
medullaren Subtyp waren als die unmethylierte Vergleichsgruppe. Zudem
zeichneten sich die Patientinnen mit methylierten Tumoren durch ein
signifikant langeres rezidivfreies Intervall aus als diejenigen mit
unmethylierten Tumoren. In der multivariaten Analyse konnte der
prognostisch gunstige Effekt der Methylierung bestatigt werden.

Bei den methylierten Karzinomen wurde bei 54,5% eine BRCA1-Deletion
gefunden. Die Analyse der klinischen und pathologischen Parameter im
Hinblick auf die BRCA1l-Kopienanzahlveranderungen erbrachte allerdings
keine sichtbaren Tendenzen oder signifikanten Korrelationen.

Diese Untersuchungen legen nahe, dass schwerwiegende Alterationen im
BRCA1-Gen, die eine Dysfunktion dieses Gens bedingen, auf eine
Subpopulation der TNBCs beschrankt sind. Diese Subpopulation hat
jedoch wahrscheinlich eine sehr gunstige Prognose. Ob die glinstige
Prognose durch das gute Ansprechen auf die Chemotherapie oder auf die
intrinsischen Tumoreigenschaften zurtckzufihren ist, lasst sich in dieser
Arbeit nicht belegen und muss in weiteren Studien untersucht werden.
Uberdies sollte diese Untergruppe der TNBCS von den neuen
therapeutischen Substanzen, den PARP-Inhibitoren, die speziell bei
Tumoren mit DNA-Doppelstrangreparaturdefekt beste Effekte erzielen,

profitieren.
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Anhang

Tab. 19: Uberleben nach 12, 24, 36 und 60 Monaten nach OP mit und ohne

Deletion.

Beobachtungszeit

Uberlebende Patientinnen in

% (Standardfehler)

Uberlebende Patientinnen
in % (Standartfehler)

in Monaten Mit Deletion ohne Deletion
12 93,2 (3,8) 100 (0)

24 84,1 (5,5) 96,5 (2,4)

36 79,5 (6,1) 89,4 (4,1)

60 72,1 (6,9) 79,1 (5,7)

Tab. 20: Rezidivfreie

und ohne Deletion.

Patientinnen nach 12, 24, 36 und 60 Monaten nach OP mit

Beobachtungszeit

Rezidivfreie Patientinnen in
% (Standardfehler in %)

Rezidivfreie Patientinnen
in % (Standartfehler in %)

in Monaten Mit Deletion ohne Deletion
12 93,0 (3,9) 96,6 (2,4)
24 80,2 (6,3) 94,8 (2,9)
36 77,6 (6,6) 85,7 (4,7)
60 74,8 (6,9) 78,6 (5,9)
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