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ZUSAMMENFASSUNG 

Brustkrebs ist weltweit die häufigste Krebserkrankung der Frau. Das Risiko an Brustkrebs 

zu erkranken, nimmt mit dem Alter deutlich zu. Aber auch für Frauen jünger als 40 besteht 

bereits ein nennenswertes Risiko. Das Risiko für diesen frühen Brustkrebs (early-onset breast 

bancer, EOBC) hat in den letzten Jahren kontinuierlich zugenommen. In vielen Ländern ist für 

die jungen Frauen der Brustkrebs sogar die häufigste Krebstodesursache.  

Die molekularen Ursachen für den EOBC sind bisher nur zum Teil bekannt. Etwa 20% 

des EOBC werden auf Keimbahnmutationen zurückgeführt, wobei Mutationen in den Genen 

BRCA1 und BRCA2 die wichtigsten sind. Insgesamt kann bisher nur etwa die Hälfte des 

genetisch bedingten Brustkrebsrisikos erklärt werden.  

Um langfristig weitere Gene zu identifizieren, die für den EOBC verantwortlich sind, 

wurden in dieser Studie junge (<45 Jahre) und ältere (>60 Jahre) Brustkrebspatientinnen 

hinsichtlich des Replikationsverhalten und des möglichem Replikationsstress ihrer 

Lymphozyten miteinander verglichen. Dieser Stress wird im Wesentlichen bestimmt durch das 

individuelle Zusammenspiel aus Replikation, der Schadenserkennung der Zelle, der 

Zellzykluskontrolle, sowie der DSB-Reparatur mittels Homologer Rekombination. Defekte in 

einem dieser Prozesse führt zu einem Replikationsstress und damit zu einer genomischen 

Instabilität, die eine Voraussetzung für die Entstehung von Krebs ist.   

Für die Studie wurden insgesamt Blutproben von 104 jungen sowie 101 älteren 

Brustkrebspatientinnen gesammelt. Nach Stimulation mit PHA wurde in den proliferierenden 

Lymphozyten das Replikationsverhalten mittels des DNA-Fiber Assays bestimmt. Als 

Parameter wurden die Elongationsrate sowie die Häufigkeit für den Start einer 

Replikationsgabel gemessen. Insgesamt wurden folgende Ergebnisse erzielt: 

- Die Elongationsraten in den Lymphozyten von jungen und älteren Brustkrebspatientinnen 

unterscheiden sich nicht signifikant. Bei Auftrennung der Daten in Quartile zeigte sich 

jedoch in der oberen Gruppe für die jungen Patientinnen eine signifikant geringere 

Elongationsrate als bei den älteren Patientinnen.   

- Die Lymphozyten von jungen und älteren Brustkrebspatientinnen unterscheiden sich 

deutlich hinsichtlich der Aktivierung der Replikationsursprünge. Dies zeigt sich 

insbesondere, wenn die Häufigkeiten für die Replikationsursprünge 1. und 2. Ordnung 

zusammengefast werden. Insgesamt wird für die Lymphozyten von jungen Patientinnen 

eine stärkere Aktivierung von Replikationsursprüngen beobachtet. Dies wird besonders 

deutlich, wenn bei den Daten jeweils die oberen Quartile miteinander verglichen werden.  

- Für beide Patientinnengruppen wird eine schwache, dennoch hoch-signifikante positive 
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Korrelation zwischen der Elongationsrate und der Häufigkeit der Replikationsursprünge 

beobachtet. Bei Vergleich der jeweiligen Quartile wird deutlich, dass in den Lymphozyten 

von jungen Patientinnen, die sich durch eine hohe Elongationsrate auszeichnen, 

wesentlich häufiger neue Replikationsgabel gestartet werden als bei den älteren 

Patientinnen.  

- Dieser Phänotyp, dass eine hohe Elongationsrate besonders häufig das Starten von neuen 

Replikationsgabeln bewirkt, ist ein Hinweis darauf, dass bei jungen Brustkrebspatientinnen 

deutlich mehr Keimbahnmutationen in den Genen der Homologen Rekombination bzw. der 

Zellzykluskontrolle vorliegen als bei den älteren Patientinnen.  

Die mittels des DNA-Fiber Assays erhobenen Daten hinsichtlich des Replikationsstresses 

in Lymphozyten von jungen und älteren Brustkrebspatientinnen bieten langfristig eine ideale 

Basis, um weitere Gene zu identifizieren, die für das Entstehen von Brustkrebs bei jungen 

Frauen verantwortlich sind.  
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SUMMARY 

Breast cancer is the most common cancer in women worldwide. The risk to develop breast 

cancer clearly increases with age. But even for women younger than 40 may there is already 

a substantial risk. In the last decades the risk of early-onset breast cancer (EOBC) increases 

continuously. In many countries EOBC is already the most common cause of cancer death for 

women. 

The molecular mechanisms leading to EOBC are only partly known. About 20% of EOBC 

are attributed to germline mutations, among which mutations in BRCA1 and BRCA2 are the 

most relevant. So far, the mechanisms for only half of the genetically determined risk of breast 

cancer are known. 

To identify new genes relevant for EOBC, lymphocytes from young (<45 years) and older 

(>60 years) breast cancer patients were collected and analysed for DNA replication and 

replication stress. This replication stress is determined by the individual interaction of DNA 

replication, DNA damage control, cell cycle control as well as DSB repair by homologous 

recombination. Defects in one of these processes may lead to replication stress and thereby 

causing genomic instability finally resulting in cancer. 

For this study blood samples were collected from 104 younger and 101 elder breast 

cancer patients. After stimulation with PHA, replication was analysed in the proliferating 

lymphocytes using the DNA fiber assay. The parameters determined are the rate of elongation 

as well as the frequency of origin firing. The following results were obtained: 

- In respect of elongation rate, there is no significant difference between younger and elder 

breast cancer patients. However, when data were splitted into quartiles, a significant 

difference was seen for the upper quartiles with a lower elongation rate for younger 

patients.  

- For younger and elder breast cancer patients there was a clear difference in origin firing. 

This was especially present when analysing the frequency of origin firing for both 1st and 

2nd order. Overall, lymphocytes of younger patients exhibited a stronger origin firing than 

measured for elder patients. This was especially obvious, when focussing on the upper 

quartiles of the data. 

- For both cohorts there was a weak, but highly significant positive association between 

elongation rate and frequency of origin firing. A detailed analyses of these data revealed 

that in lymphocytes of younger patients a high elongation rate was often found to be 

associated with a high frequency of origin firing. 
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- The observed phenotype of that a fast DNA elongation is accompanied with an increase in 

origin firing, indicates that in younger breast cancer patients the number of germline 

mutations associated with homologous recombination or cell cycle control is much higher 

than in elder breast cancer patients. 

These data obtained for the DNA replication and replication stress in lymphocytes taken 

from younger and elder breast cancer patients may provide an excellent tool to identify more 

genes being involved in the development of EOBC.
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1. EINLEITUNG 

1.1 Brustkrebs 

1.1.1 Epidemiologie 

In Deutschland erkranken aktuell etwa 70.000 Frauen jährlich an Brustkrebs (RKI 2019). 

Damit ist dies die häufigste Krebserkrankung bei Frauen und tritt im Laufe des Lebens im Mittel 

bei jeder achten Frau auf. Wie bei nahezu allen Krebserkrankungen hängt die 

Neuerkrankungsrate vom Alter ab und nimmt mit steigendem Alter deutlich zu (Abb. 1A). Ab 

der Menopause (50 – 54 Jahre) flacht dieser Anstieg deutlich ab und erreicht ab 75 Jahren 

einen weitgehend konstanten Wert von im Mittel 360 Neuerkrankungen je 100.000 Frauen pro 

Altersgruppe. Allerdings besteht auch für junge Frauen im Alter 35 – 39 Jahren bereits ein 

erkennbares Risiko von 65 Neuerkrankungen je 100.000 Frauen.  In den USA ist für diese 

Altersgruppe Brustkrebs die häufigste Krebstodesursache (ACS 2013). 

Die altersstandardisierte Neuerkrankungsrate für Brustkrebs ist seit dem Jahr 1999 nur 

Abb. 1: Altersstandardisierte Neuerkrankungsrate für Brustkrebs.  
Altersstandardisierte Neuerkrankungsrate in Deutschland für Brustkrebs je 100.000 Frauen für den 
Zeitraum 1999 bis 2016. A) Neuerkrankungsrate in Abhängigkeit von der Altersgruppe (RKI 2020). B) 
Zunahme der Neuerkrankungsrate für die Altersgruppen: 30 – 49 Jahre, 50 – 69 Jahre, 70 Jahre und 
älter, sowie alle (RKI 2019).  
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geringfügig gestiegen (Abb.1A). Das Zwischenhoch, welches sich für die Jahre 2006 – 2012 

zeigte, kann auf die vermehrte Erfassung von Neuerkrankungen durch Mammographie in der 

Altersgruppe 50 – 60 Jahre zurückgeführt werden. Bei Auftrennung nach dem Alter der 

Patientinnen ist zu erkennen, dass für die Zahl der Brustkrebspatientinnen pro 100.000 Frauen 

sich ab 2008 eine deutliche Abnahme von 820 auf 710 Erkrankungen im Jahr 2016 zeigt. Dies 

entspricht für diesen kurzen Zeitraum von nur 8 Jahren eine Abnahme um 13%.  

Im Gegensatz dazu wurde für die Altersgruppe von 30 – 49 Jahre ein kontinuierlicher 

Anstieg der Neuerkrankungsrate von 85 pro 100.000 im Jahr 1999 auf 99 im Jahr 2016 

beobachtet. Der Anstieg dieses frühen Brustkrebses, welcher generell als early-onset-

Brustkrebs (EOBC) bezeichnet wird, zeigt sich auch weltweit (Fidler et al. 2017, Huang et al. 

2021, Leclère et al. 2013). Der Anteil des EOBC an allen Brustkrebserkrankungen wird auf 6-

10% geschätzt, kann aber in westlichen Ländern sogar 20% erreichen (Anders et al. 2009, 

Gómez-Flores-Ramos et al. 2017).   

1.1.2 Anatomische Stadieneinteilung 

Die anatomische Stadieneinteilung beim Brustkrebs erfolgt mittels der TNM-Klassifikation 

anhand dreier Parameter: Ausdehnung des Primärtumors (T-Stadium), Lymphknotenbefall (N-

Stadium) und Vorhandensein von Fernmetastasen (M-Stadium). 

T-Stadium: Die Ausdehnung des Primärtumors wird bestimmt mittels Bildgebung sowie durch 

klinische und histologische Untersuchung. Die Diagnostik kann Mammographie, 

sonographische Untersuchungen der Brüste und Axillae, sowie bei auffälligem Befund auch 

Stanz- oder Vakuumbiospie beinhalten. 

L-Stadium: Der Lymphknotenbefall wird in der Regel mittels der Sentinel-Lymphknotenbiopsie 

bestimmt. Es kann aber auch erforderlich sein, auf der Tumorseite die Lymphknoten aus der 

Achselhöhle herauszunehmen und anschließend vom Pathologen untersuchen zu lassen. 

M-Stadium: Brustkrebs kann in verschiedene Organe wie Skelett, die Leber, die Lunge, sowie 

das zentrale Nervensystem metastasieren. Je nach Organ werden verschiedene 

Nachweisverfahren eingesetzt. Um Metastasen im Skelett zu erkennen, wird die 

Skelettszintigraphie eingesetzt, für Lebermetastasen die Computertomographie (CT) und der 

Ultraschall, für Lungenmetastasen ebenfalls CT, sowie beim zentralen Nervensystem die 

Magnetresonanztomographie (MRT). 

Basierend auf der TNM-Klassifikation wird die Brustkrebserkrankung nach Vorgaben der 

internationalen Vereinigung UICC (Union Internationale Contre le Cancer) in vier Stadien 

eingeteilt (Tab. 1). Diese Stadien dienen als Orientierung bei der Behandlung des Tumors. 
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Tab. 1: Anatomische Stadieneinteilung beim Brustkrebs nach UICC. 

Primärtumor Lymphknoten- 
befall 

Fern- 
metastasierung 

Stadium 

Tis* N0 (keine) M0 0 
T1mic** N0 M0 I 
T1a (1 – 5 mm) N0 M0  
T1b (6 – 10 mm) N0 M0  
T1c (11 – 20 mm) N0 M0  
T0, T1mic, T1 N1 (1-3 LK in der Axilla 

und/oder der ipsilateralen 
Mammaria-Interna-Region) 

M0 IIA 

T2 (21- 50 mm) N0 M0  
T2 N1 M0 IIB 
T3 (≥51 mm) N0 M0  
T0, T1mic, T1, T2 N2 (4-9 LK in der Axilla) M0 IIIA 
T3 N1 M0  
T4 (Infiltration von 
Brustwand und/oder 
Haut, und/oder 
ipsilaterale 
Satellitenmetastasen 
und/oder 
inflammatorisches 
Mammakarzinom) 

N0 – 2 M0 IIIB 

jedes T N3 (≥10 befallene Lymphknoten 
in der Axilla und/oder Befall 
infra- oder supraklavikulärer 
Lymphknoten) 

M0 IIIC 

jedes T jedes N M1 (außerhalb von 
Brust und 
benachbarten 
Lymphknotenregionen 

IV 

*Tis: Tumor in situ, noch nicht ins umliegende Gewebe eingedrungen; **T1mic: Tumor mit 
Mikroinvasion von 0,1cm oder weniger; 

Der Anteil der Stadien variiert etwas mit dem Alter der Frauen (Abb. 2). Der Anteil der   

Stadien 0 und I ist in den Altersgruppen 50-59 und 60-69 Jahre mit ca. 12-13 bzw. 55-57% am 

höchsten. Bei sehr jungen Frauen (20-39 Jahre) und bei Frauen im hohen Alter (70-79, 80+) 

wird im Vergleich zu den Frauen im mittleren Alter (50-59, 60-69) deutlich häufiger ein Stadium 

II und III diagnostiziert (Katalinic et al. 2020).  

1.1.3 Biomarker 

Für Brustkrebs gibt es eine Reihe von sogenannten Biomarkern, die eine weitere 

Differenzierung der Erkrankung erlauben. Viele dieser Marker haben eine prädiktive bzw. 

prognostische Aussagekraft. Dabei ermöglicht ein prädiktiver Marker eine Aussage über die 

Wahrscheinlichkeit, mit der eine bestimmte Therapie bei einer Patientin wirksam ist, während 

prognostische Marker Hinweise liefern auf den zu erwartenden individuellen Verlauf der 

Erkrankung. 
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Histologischer Grad: Der histologische Grad des Tumors wird anhand von morphologischen 

Eigenschaften bestimmt. Hierbei wird die tubuläre Differenzierung, die Zellkernpolymorphie 

sowie die Mitoseanzahl bewertet. Sie gibt Hinweise auf die Wachstumsgeschwindigkeit und 

die Aggressivität des Tumors. Beim Grad 1 (gut differenziert) unterscheiden sich die 

Tumorzellen nur wenig von den normalen Brustzellen. Sie wachsen langsam und sind 

weiterhin regelmäßig angeordnet. Beim Grad 2 (mäßig differenziert) weichen die Tumorzellen 

in ihrem Erscheinungsbild erkennbar von den normalen Zellen ab und haben eine leicht 

erhöhte Teilungsaktivität. Beim Grad 3 (schlecht differenziert) unterschieden sich die 

Tumorzellen deutlich von den normalen Zellen. Sie wachsen schnell und in unstrukturierter 

Weise. Je höher der Grad des Tumors desto schlechter ist die Prognose (Bagaria et al. 2014).  

Hormonrezeptoren: Brustkrebszellen entstehen in der Regel aus Brustdrüsenzellen. Sie 

verfügen daher wie diese Rezeptoren für die weiblichen Hormone Östrogen (engl. estrogene) 

und Progesteron, über die ihr Wachstum gesteuert wird. Allerdings kann ihre Expression 

deutlich reduziert sein. Der Nachweis erfolgt mittels Immunhistochemie. Zeigen mindestens 

10% der Tumorzellen eine erkennbare Färbung, so gilt der Tumor als ER bzw. PR-positiv. 

Dies ist bezgl. ER bei etwa 70-80 und für PR bei 50-60% aller Brustkrebspatientinnen der Fall 

(Althuis et al. 2004). Für diese Tumore ist im Mittel die Prognose deutlich besser als für Tumore 

mit einem ER bzw. PR-negativen Status (Dunnwald et al. 2007).   

Her2-Rezeptor: Der Rezeptor für den humanen epidermalen Wachstumsfaktor Her2 (human 

epidermal growth factor receptor-2) stimuliert über den Ras-MAP-Kinase-Signalweg die 

Proliferation. Bei etwa 20% der Brustkrebspatientinnen liegt eine erhöhte Expression dieses 

Rezeptors vor, was mit einer schlechten Prognose einhergeht (Tovey et al. 2009). 

Triple-negativ: Bei einem triple-negativen Brustkrebs (TNBC) liegt ein negativer Status 

Abb. 2: UICC-Stadien beim Brustkrebs.  
Verteilung der UICC-Stadien in Europa für Brustkrebs bei Frauen in Abhängigkeit vom Alter für die 
Jahre 2013/14. Daten nach (Katalinic et al. 2020).  
 



Einleitung  13 

 

sowohl für ER und PR vor als auch für Her2. Die Prognose für diese Patientinnen ist sehr 

schlecht (Bagaria et al. 2014).     

Ki-67: Ki-67 ist ein nukleäres Protein, welches mit der Proliferation assoziiert ist. Es dient als 

Proliferationsmarker, wobei eine hohe Expression von Ki-67 mit einer schlechten Prognose 

einhergeht (Yerushalmi et al. 2010). 

Molekulare Subtypen: Mittels einer molekulargenetischen Analyse ist für den Brustkrebs eine 

Aufteilung in weitere Subtypen möglich. Da diese Untersuchung sehr aufwändig ist, erfolgt in 

der Regel eine alternative Klassifikation mittels des HER2-Status, des ER und PR-Status 

sowie des Proliferationsmarkers KI-67 (Wörmann et al. 2018). 

Tab. 2: Molekulare Subtypen beim Brustkrebs 

Molekularer Subtyp Subgruppe Definition/Surrogatmarker 
Luminal-A  ER und PR positiv 

Her2 negativ 
Ki67 negativ 

Luminal-B Her2 negativ ER positiv und  
PR negativ oder 
Ki-67 positiv 

 Her2 positiv ER positiv 
Her2 überexprimiert/amplifiziert 
Ki-67 niedrig oder hoch 

Her2-enriched  Her2 überexprimiert/amplifiziert 
ER und PR negativ 

Basal-like *  ER und PR negativ 
Her2 negativ 

* entspricht weitgehend dem triple negativen Brustkrebs (TNBC); 

Die Prognose von Luminal-A Brustkrebs ist sehr gut. Luminal-B Tumoren sind weniger 

differenziert, haben eine erhöhte Proliferationsrate als Luminal-A Tumoren und eine etwas 

schlechtere Prognose; Tumoren des Her2-enriched Subtypes sind in der Regel sehr aggressiv 

mit einer sehr schlechten Prognose (Llombart-Cussac et al. 2017). Basal-like Brusttumore sind 

wenig differenziert, aggressiv und haben die schlechteste Prognose (Fulford et al. 2007). 

1.1.4 Brustkrebs bei jungen Frauen 

Bezüglich der Marker zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen dem Brustkrebs bei 

jungen Frauen < 40 Jahre und dem der älteren. Bei dem EOBC wird in Deutschland bis zu 15 

bzw. 5% häufiger das Stadium II und III diagnostiziert als für den späten Brustkrebs (RKI 2019). 

Ähnliche Unterschiede zeigen sich auch für die USA (Johnson et al. 2018). Beim EOBC ist der 

Anteil mit einem negativen Status für ER und PR etwa 5 bzw. 10% höher als bei älteren 

Patientinnen (Anders et al. 2008, Azim et al. 2012, Erić et al. 2018). Der Anteil der Her2-

positiven Tumore ist beim EOBC doppelt so hoch wie bei den älteren Patientinnen (Anders et 

al. 2008). Auch der Anteil der TNBC ist beim EOBC mit 18-32% 2-3mal höher als bei den 
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älteren Frauen mit nur 9-10% (Acheampong et al. 2020, Erić et al. 2018). Bei sehr jungen 

Frauen < 35 Jahren ist dieser Anteil wahrscheinlich noch höher (Lund et al. 2009). Diese 

Unterschiede haben insgesamt zur Folge, dass die Prognose für den EOBC wesentlich 

schlechter ist als bei den älteren Patientinnen (Laurberg et al. 2016, Tao et al. 2019).   

1.1.5 Therapie 

Bei der Therapie von Brustkrebs werden sowohl die Chirurgie, sowie die Strahlentherapie 

als auch verschiedene systemische Therapien eingesetzt bzw. miteinander kombiniert. Die 

konkrete Therapie richtet sich jeweils nach dem anatomischen Stadium der Erkrankung sowie 

den molekularen Markern des Tumors. In einer kurativen Situation erfolgt beim Brustkrebs in 

der Regel eine Operation. Bei fortgeschrittenen Tumoren kommt sehr häufig die 

Strahlentherapie zum Einsatz. Systemische Therapien wie Chemotherapie, Antihormon-

therapie und zielgerichtete Therapien kommen zum Einsatz, wenn auch im Körper verstreute 

Tumorzellen sowie Metastasen vermutet werden. Die Wahl der Therapie für den jeweiligen 

Tumor wird durch die sogenannte S3-Richtlinie der Deutschen Krebsgesellschaft festgelegt. 

Chirurgie: Bei der chirurgischen Therapie ist zwischen der vollständigen Entfernung der Brust 

(Mastektomie) und einer brusterhaltenden Therapie (BET) zu unterscheiden. Bei der BET 

werden das Tumorgewebe sowie eventuell befallene Lymphknoten entfernt. Hierbei wird zur 

Sicherheit mehr Gewebe entnommen als nur den Tumor, damit keine vereinzelten 

Tumorzellen zurückbleiben. Eine Mastektomie wird nur bei Vorlage bestimmter Kriterien 

durchgeführt. Dies ist u.a. der Fall, wenn der Tumor sehr groß und sogar die äußere Haut 

betroffen ist, mehrere Tumorherde vorliegen, Tumorreste einer vorhergehenden Operation 

entdeckt werden und bei Wunsch der Patientin. 

Strahlentherapie: Bei der Strahlentherapie erfolgt die Abtötung der Tumorzellen durch den 

zielgerichteten Einsatz von Photonenstrahlen. Durch die ionisierenden Strahlen wird die DNA 

der Tumorzellen geschädigt. Insbesondere durch die Erzeugung von DNA- 

Doppelstrangbrüchen (DSB) kann es zur Bildung von letalen Schäden wie Chromosomen-

aberrationen kommen, durch die die Zelle letztendlich ihr Teilungsvermögen verliert und 

danach nekrotisch und z.T. auch apoptotisch abgebaut wird (Dikomey et al. 2012). Durch 

besondere und z.T. hoch komplexe Anordnungen wird erreicht, dass vor allem Tumorzellen 

und nur wenig Normalzellen bestrahlt werden (Ghiam et al. 2014). 

 Die Strahlentherapie wird vor allem als adjuvante Behandlung nach BET eingesetzt. 

Durch diese Kombination kann die Zahl der Rezidive halbiert und die Mortalität um etwa ein 

Sechstel reduziert werden (Darby et al. 2011). Durch eine hypofraktionierte Bestrahlung, bei 

der höhere Einzeldosen gegeben werden als bei der klassischen Fraktionierung, können die 

Nebenwirkungen der Strahlentherapie weiter reduziert werden (Offersen et al. 2020). Neben 
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der konventionellen Strahlentherapie kann auch eine Brachytherapie (Hepel et al. 2021) oder 

die intraoperative Strahlentherapie (Feng et al. 2020) bei der adjuvanten Behandlung von 

Brustkrebs eingesetzt werden. 

Systemische Therapie: Die systemische Therapie kommt beim Brustkrebs immer dann zum 

Einsatz, wenn davon ausgegangen werden muss, dass neben dem Primärtumor auch 

versprengte Tumorzellen oder Metastasen vorliegen. 

Bei der klassischen Chemotherapie erhalten die Patienten einen jeweils abgestimmten 

Mix aus bis zu 20 Zytostatika wie u.a. Epirubin, Mitoxantron, Adriamycin, Cyclophosphamid, 

Methotrexat, 5-Fluoracil, Taxol und Cisplatin. Hierdurch kann die Rezidivrate bis zu 30% 

reduziert werden, was aber mit z.T. beachtliche Nebenwirkungen einhergeht (Matuschek et al. 

2012, Peto et al. 2012). Nur bei Patientinnen mit frühem Brustkrebs kann auf diese Therapie 

verzichtet werden. In allen anderen Fällen soll durch eine neoadjuvante Systemtherapie die 

Tumormasse reduziert werden bzw. die verstreuten Tumorzellen abgetötet werden. Im späten 

Stadium der Erkrankung mit Fernmetastasen wird die systemische Therapie als Teil eines 

palliativen Behandlungskonzept eingesetzt. 

Anhand der zur Verfügung stehenden molekularen Biomarker stehen weitere Therapien 

zur Verfügung. Patientinnen mit ER- und/oder PR-positiven Tumoren können sehr effektiv 

mittels Hormontherapien behandelt werden (Darby et al. 2011, Puhalla et al. 2012). Bei 

postmenopausalen Patientinnen können durch Östrogenrezeptormodulatoren und 

Aromatasehemmer die Rezidivrate reduziert werden (Ruhstaller et al. 2019). 

Patientinnen mit einem Her2-positiven Tumor können durch eine gezielte Therapie 

(targeted therapy) mit dem monoklonalen anti-Her2-Antikörper Trastuzumab behandelt 

werden mit einer deutlichen Reduktion in der Rezidivrate (Paracha et al. 2020, Peto et al. 

2012). Für Patientinnen mit einem triple-negativen Brusttumor, bzw. mit dem basal-like Subtyp, 

gibt es bislang wegen des Fehlens von Hormonrezeptoren sowie der großen Heterogenität 

dieser Tumore keinen gezielten Therapieansatz. Die Behandlung dieser Tumore erfolgt daher 

mittels Chirurgie und Strahlentherapie sowie einer adjuvanten oder primären Chemotherapie 

mit Anthrazyklinen, Taxanen oder einem plantinhaltigen Zytostatikum mit allerdings bisher 

sehr begrenztem Erfolg (Isakoff 2010, Li et al. 2021).  

1.1.6 Heilungsschancen 

Die Heilungsschancen für Brustkrebs haben sich in den letzten Jahrzehnten aufgrund der 

Weiterentwicklung in allen Therapiebereichen kontinuierlich verbessert. Aktuell liegt die 5-

Jahresüberlebensrate für alle Frauen bei 88 und der Wert für die 10-Jahresüberlebensrate bei 

82% (RKI 2019). Diese Rate hängt stark vom Stadium der Brustkrebserkrankung ab. Während 

beim Stadium I die 5-Jahres-Überlebensrate den Wert von 100% erreicht, nimmt sie mit 
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höheren Stadien deutlich ab und liegt beim Stadium IV bei nur 29%. Im Mittel nimmt in 

Deutschland die altersstandardisierte Mortalitätsrate in den letzten 20 Jahren kontinuierlich ab. 

Lag sie 1999 noch bei 28,3 pro 100.000 Frauen, so betrug sie 2016 nur noch 25,4, was einer 

Abnahme um 10% in diesem kurzen Zeitraum entspricht (RKI 2019). Trotz dieser 

beeindruckenden Entwicklung sterben jährlich immer noch ca. 18.500 Frauen an Brustkrebs. 

Brustkrebs ist damit nach Lungenkrebs die zweithäufigste Krebstodesursache. 

Im Vergleich zu älteren Frauen wird für Frauen mit einem frühen Brustkrebs ein etwas 

geringeres Überleben beobachtet, wie insbesondere durch eine große japanische Studie 

gezeigt (Kataoka et al. 2016). In dieser Studie lag die 5-Jahres-Überlebensrate für Frauen im 

mittleren (35-50 Jahre) und höheren Alter (>50 Jahre) bei 90,8 bzw. bei 88,5%, während sich 

für jüngere (<35 Jahre) Frauen ein Wert von 79,4% ergab (Abb. 3A). Auch für Deutschland 

zeigt sich dieser Unterschied (RKI 2019). In der japanischen Studie wurde außerdem die sehr 

wichtige Beobachtung gemacht, dass das geringere Überleben der jüngeren Frauen nicht 

allein darauf zurückzuführen werden kann, dass sich in dieser Gruppe vermehrt Patientinnen 

mit schlechten prognostischen Markern befinden. Auch bei getrennter Betrachtung allein der 

TNBC-Patientinnen ergab sich für die jüngeren Patientinnen ein signifikant schlechteres 

Überleben mit einer 5-Jahresüberlebensarte von 68% im Vergleich zu 78 und 89% (Abb. 3B). 

Dies bedeutet, dass der EOBC sich durch eine größere Therapieresistenz auszeichnet, wofür 

die molekularen Ursachen bisher noch unbekannt sind.    

1.2 Entstehung von Brustkrebs 
Wie bei allen Krebserkrankungen erfolgt auch die Entstehung von Brustkrebs in einem 

Multistep-Prozess (Hanahan und Weinberg 2000). In der ersten Phase (Initiation) kommt es 

Abb. 3: Altersabhängige Prognose von Brustkrebs-Patientinnen.  
Krankheitsfreies Überleben von Brustkrebspatientinnen in Japan in Abhängigkeit vom Alter für den 
Behandlungszeitraum 2004-2006. Aufteilung in die drei Altersgruppen < 35 Jahre (n=736), 35-50 Jahre 
(n=6.905), und >50 Jahre (n=17.661). A) jeweils alle Brustkrebspatientinnen; B) nur die 
Brustkrebspatientinnen mit TNBC. Daten aus (Kataoka et al. 2016).  
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durch verschiedene Faktoren zu einer Störung bei der Zellteilung. Ursache dafür sind 

Veränderungen in der DNA, die eine genomische Instabilität bewirken mit insbesondere 

Folgen für das Zellwachstum und die Zellproliferation. Es entsteht eine mutierte Zelle, die in 

der zweiten Phase (Promotion) die Fähigkeit für ein unkontrolliertes Wachstum gewinnt. In der 

dritten Phase (Progression) sind diese Zellen in der Lage, sich stetig zu teilen und das 

umliegende gesunde Gewebe zu verdrängen und einen Tumor zu bilden. 

Als epidemiologisch gesichert für die Entstehung des Mammakarzinoms gelten 

Risikofaktoren wie das Alter, frühe Menarche bzw. späte Menopause, Kinderlosigkeit bzw. 

späte Erstgeburt, Übergewicht, gutartige und atypische Hyperplasie, Hormone, benigne 

Brusterkrankung sowie Melignome im Uterus, Ovar oder Darm, sowie familiäre und genetische 

Faktoren (Althuis et al. 2004, Lofterød et al. 2020, Momenimovahed und Salehiniya 2019, 

Narod 2012). 

Der Anteil der genetisch bedingten Brustkrebserkrankungen wird auf 5-10% geschätzt 

(Slavin et al. 2017, Wendt und Margolin 2019).  Bei etwa 15-20% der Frauen liegt ein familiär 

bedingter Brustkrebs vor, bei dem ebenfalls mehr als eine Verwandte ersten oder zweiten 

Grades an Brustkrebs erkrankt ist (Wendt und Margolin 2019). Es wird geschätzt, dass der 

familiäre Brustkrebs zu ca. 70% durch genetische Faktoren verursacht wird (Couto und 

Hemminki 2007).  

Beim EOBC wird die Bedeutung der genetisch bedingten Erkrankungen mit einem Anteil 

von 10-20% deutlich höher eingeschätzt (Siddig et al. 2021). Liegt ein familiärer Brustkrebs 

bei jungen Frauen <40 Jahre vor, so wird davon ausgegangen, dass sogar zu 100% 

genetische Faktoren dafür verantwortlich sind (Couto und Hemminki 2007). 

1.3 Genomische Instabilität 
Genomische Instabilität ist eine Eigenschaft von fast allen Tumoren und beschreibt die 

zunehmende Akkumulation von genetischen und chromosomalen Veränderungen, die die 

Entstehung und die Progression des Tumors vorantreiben (Lee et al. 2016). Ursache für diese 

genomische Instabilität sind vor allem Defekte bei den DNA-Reparaturprozessen und da 

insbesondere bei der DNA-Doppelstrangbruchreparatur, Defekten bei der DNA-Replikation 

sowie bei der DNA-Schadensantwort und der Zellzykluskontrolle (Schoonen et al. 2018). 

1.3.1 DNA-Doppelstrangbruchreparatur 

Die Stabilität des Genoms wird vor allem durch das Entstehen von DNA-

Doppelstrangbrüchen (DSB) gefährdet. Diese Schäden können spontan in der Zelle entstehen 

über metabolische Reaktionen, Topoisomerasen sowie Replikationsstress (Mehta und Haber 

2014, Vilenchik und Knudson 2003). Die Zelle verfügt daher über ein komplexes System, DSB 
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zu erkennen und zu beseitigen. Die beiden wichtigsten Reparaturwege hierbei sind die 

klassische Nicht-homologe Endverknüpfung (engl. classical non-homologous endjoining, 

cNHEJ) und die homologe Rekombination (HR) (Borgmann et al. 2016, Rothkamm et al. 

2003). Tumorzellen können mit der alternativen Endverknüpfung (engl. alternative endjoining, 

alt-EJ) sowie dem ‚single-strand-annealing‘ (SSA) noch zwei weitere DSB-Reparaturprozesse 

genutzt werden (Kötter et al. 2014, Mansour et al. 2013, Mansour et al. 2010, Mansour et al. 

2008). Abb. 4 zeigt die vereinfachten Abläufe dieser Reparaturprozesse (Dikomey et al. 2016). 

cNHEJ: Das cNHEJ ist ein sehr effektiver, aber fehlerhafter Prozess, der in allen 

Zellzyklusphase aktiv ist und für die Reparatur des DSB kein Template benötigt. Die 

Stabilisierung der DSB-Enden erfolgt über das Heterodimer Ku70/80. Es rekrutiert die DNA-

PKcs, welche durch Autophosphorylierung den aktiven DNA-PK-Komplex bildet. Dieser 

Komplex wiederum stimuliert die Nuklease Artemis, die für die Verarbeitung der DSB-Enden 

verantwortlich ist, wodurch es zum Verlust von Nukleotiden kommen kann. Die anschließende 

Ligation des DSB wird durch den Komplex bestehend aus XRCC4, DNA-Ligase IV und XLF 

Abb. 4: Hauptwege der DNA-Doppelstrangbruchreparatur in Säugerzellen 
Schematische Darstellung der Reparatur der DSB mittels klassischem nicht-homologen End-joining 
(cNHEJ) oder mittels homologer Rekombination (HR). Abb. aus (Dikomey et al. 2016).  
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geleistet. Bei diesem Reparaturprozess können sowohl Deletionen als auch Insertionen 

entstehen. 

alt-EJ: Beim alt-EJ werden die DSB-Enden nach Prozessierung durch MRE-Nuklease durch 

die poly(ADP Ribose) Polymerase 1 (PARP1) erkannt.  PARP1 rekrutiert Lig3 und seinen Ko-

Faktor XRCC1. Die abschließende Endverknüpfung wird durch die Ligase III (LigIII) geleistet. 

Dieser Prozess ist ebenfalls sehr fehlerhaft und kann zu Deletionen sowie Insertionen führen.   

HR: Die HR ist ein fehlerfreier Prozess. Er kann nur in der S-/G2-Phase des Zellzyklus aktiv 

sein, da für die Reparatur das jeweils gegenüberliegende intakte Schwesterchromatid benötigt 

wird (Abb. 4). Die HR wird durch Rekrutierung des MRN-Komplexes (MRE11, RAD50, NBS1) 

initiiert. Dieser Komplex prozessiert zusammen mit CtIP (C-terminal binding protein) sowie der 

EXO1 (Exonuclease 1) und dem BLM (Bloomsyndrom-Protein) die DNA-Enden, so dass 

lange, überhängende 3’-Einzelstrang-DNA (single strand DNA, ssDNA) entsteht. Diese ssDNA 

wird durch das Heterotrimer RPA (Replikationsprotein A) stabilisiert. RPA wird anschließend 

durch BRCA2 (Brustkrebsgen 2) entfernt, um die Anlagerung von Rad51 zu ermöglichen. 

Rad51 bildet Nukleoproteinfilamente und leitet die Suche der homologen Sequenz auf dem 

Schwesterchromatid ein. BRCA2 bewirkt mit Unterstützung von PALB2 (Partner und localizer 

von BRCA2) die Strandinvasion mit Bildung des sogenanntes D-loops. Hieran ist auch der 

Komplex aus BRCA1 und BARD1 (BRCA1 assoziiertes RING-Domäne Protein) beteiligt. 

Beginnend vom 3’-Ende des homologen Strangs erfolgt eine Neusynthese der DNA. Die 

beiden DNA-Stränge zusammen mit ihren Matrizen bilden eine doppelte Holliday junction. 

Diese Struktur ist im letzten Schritt der HR aufzulösen, was in somatischen Zellen in der Regel 

durch das konservative SDSA geschieht (Synthese-abhängiges strand annealing), welches 

keinen Austausch von Sequenzen (non-crossover) beinhaltet.  Weitere mögliche Strukturen 

sind das LTGC (long-tract gene conversion) und BIR (break-induced replication). Bei Defekten 

der HR weichen die Zellen auf das fehlerhafte cNHEJ aus, oder nutzen einen das alternative 

Endjoining (altEJ), welches ebenfalls sehr fehlerhaft ist (Mansour et al. 2010). 

SSA: Das SSA wird initiiert, wenn ein DSB zwischen zwei repetitiven Sequenzen liegt. Ähnlich 

wie beim HR werden die Enden so prozessiert, dass lange 3‘-ssDNA-Überhänge entstehen, 

die dann durch RPA geschützt werden. Das zentrale Protein des SSA ist RAD52. Es bildet 

zwei Ringstrukturen, die nach repetitiven Sequenzen suchen und sich damit verbinden. Nach 

dem Verbinden werden die überhängenden Enden durch die ERCC1/XPF-Endonuklease 

entfernt. Die finale Verknüpfung erfolgt durch eine Ligase. Dieser Reparaturprozess ist somit 

immer mit einem Verlust an langen DNA-Strängen verbunden. 

1.3.2 Regulation der DSB-Reparatur 

Die Doppelstrangbruchreparatur ist in den Zellen streng hierarchisch geregelt (Mansour 
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et al. 2008). Der Hauptreparaturweg ist das cNHEJ. Lediglich in der S- und der G2-Phase 

erfolgt auch eine Reparatur über die HR (Rothkamm et al. 2003). Dieser Reparaturweg ist vor 

allem für die bei der Replikation entstehenden sogenannten one-ended-DSB zuständig, die 

durch das Zusammentreffen von Einzelstrangbrüchen mit der Replikationsgabeln entstehen 

(Kockler et al. 2021). 

Bei einem Defekt oder Inhibition der HR weichen die Zellen auf andere Reparaturwege 

aus. Dies kann das cNHEJ aber in Tumorzellen auch das alt-EJ oder das SSA sein (Kötter et 

al. 2014, Mansour et al. 2013, Mansour et al. 2010, Mansour et al. 2008). Ein Ausfall des HR 

bedeutet damit immer, dass andere z.T. sehr fehlerhafte DSB-Reparaturwege genutzt werden. 

Damit ist ein Ausfall des HR immer mit dem Risiko einer genomischen Instabilität verbunden. 

1.3.3 Zellzykluskontrolle  

Zellen verfügen über ein sehr komplexes System der Zellzykluskontrolle mit insbesondere 

zwei Kontrollpunkten (engl. check point) beim G1/S- sowie G2/M-Übergang (Kastan und 

Bartek 2004). Diese Kontrollpunkte bewirken, dass Zellen mit DNA-Schäden an den jeweiligen 

Übergängen arretiert werden. Der G1/S-Kontrollpunkt verhindert, dass Zellen in die S-Phase 

eintreten und der G2/M-Kontrollpunkt den Eintritt in die Mitose. 

Die PI3K-ähnlichen Kinasen ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) und ATR (Ataxia 

telangiectasia and Rad3 related) sind zentrale Komponenten der DNA-Schadensantwort und 

Abb. 5: Zellzykluskontrolle mit ATM/CHK2 und ATR/CHK1  
Übersicht der bei DNA-Schädigung induzierten Signalwege durch ATM/CHK2 und ATR/CHK1. Abb. 
aus (Qiu et al. 2018).  
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der Zellzykluskontrolle (Abb. 5). Sie phosphorylieren und aktivieren die Checkpoint-Kinasen 

CHK2 bzw. CHK1. Die aktiven Kinasen unterdrücken die CDC25 Phosphatase, welche für die 

Aktivierung der Cyclin-abhängigen Kinasen (CDKs) und damit für die Zellprogression benötigt 

wird. ATM wird durch DNA-Schäden und insbesondere durch DSB aktiviert, während die 

Aktivierung von ATR durch längere einzelsträngige mit RPA belegte DNA erfolgt (Kastan und 

Bartek 2004). Daher ist die ATM/Chk2-Aktivierung für den G1/S-Arrest verantwortlich und 

ATR/CHK1 für den G2/M-Arrest. Die ATM/CHK2-Aktivierung führt wiederum zu einer 

Aktivierung des Tumorsuppressorproteins TP53, was eine Induktion des CDK-Inhibitors p21 

bewirkt. Da in sehr vielen Tumorzellen mutiertes TP53 vorliegt, sind diese Zellen auf einen 

intakten ATR/CHK1 vermittelten G2/M-Arrest angewiesen, um bei geschädigter DNA einen 

Eintritt in die Mitose zu verhindern. Längere Stränge mit ssDNA entstehen bei der Reparatur 

von DSB mittels HR sowie vor allem bei Störung der Replikation (Maréchal und Zou 2013). 

Daher ist der ATR/CHK2-Signalweg der zentrale Signalweg bei der Replikation und ganz 

wesentlich für die Intaktheit dieses Prozesses verantwortlich. Dies gilt insbesondere, wenn die 

Zellen durch Onkogene in die Proliferation und damit in die Replikation getrieben werden 

(Lecona und Fernández-Capetillo 2014, Qiu et al. 2018). 

1.3.4 DNA-Replikation 

Während der Replikation in der S-Phase wird die gesamte DNA der Zelle verdoppelt. 

Dieser Prozess muss fehlerfrei sein, damit die genomische Stabilität der Zelle erhalten bleibt 

(Jackson und Pombo 1998). Um dies zu garantieren, bestehen komplexe 

Schutzmechanismen.  

Die Replikation der DNA wird in drei Abschnitte Initiation, Progression und Termination 

unterteilt. Die Initiation der Replikation startet durch die Bildung des sogenannten Prä-

Replikationskomplexes (preRC). Wenn dieser am Replikationsursprung zusammengefügt 

wurde, kann die Replikation starten, was auch als Feuern (engl. firing) bezeichnet wird. Dies 

erfordert eine komplexe Interaktion von vielen Proteinen mit der Erkennung der 

Replikationsursprünge, dem Entwinden der DNA und dem Start der Synthese (Primo und 

Teixeira 2019). Die anschließende Progression beschreibt die bidirektionale Elongation der 

Replikationsgabeln. Hieran sind unterschiedliche DNA-Polymerasen beteiligt, die jeweils 

einzelsträngige DNA (ssDNA) benötigen, um den komplementären DNA-Strang zu 

synthetisieren. Dabei gibt es einen kontinuierlichen Strang (engl. leading strand), der mit der 

Replikationsgabel voranschreitet, sowie den diskontinuerlichen Strang (engl. lagging strand) 

durch die Erzeugung der kurzen Okazakifragmente (Masai et al. 2010). Die Termination 

beschreibt die Abläufe beim Beenden der Replikation, wenn die konvergierenden 

Replikationsgabeln aufeinander treffen (Ait Saada et al. 2018).  
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Die Initiation startet an genau definierten Replikationsursprüngen, wobei die Reihenfolge 

räumlich und zeitlich streng reguliert ist (Técher et al. 2017). Es existieren 30.000 bis 50.000 

Replikationsursprünge, wobei nur ein kleiner Anteil, etwa 10-15.000 von der Zelle genutzt wird 

(Méchali 2010). Es wird daher zwischen flexiblen, ruhenden und konstitutiven 

Replikationsursprüngen unterschieden (Abb. 6). Die Anhäufung flexibler Replikations-

ursprünge enthalten Origins, die in verschiedenen Zellen unterschiedlich genutzt werden. Ihre 

Verwendung kann je nach Wachstumsbedingung der Zelle zu- oder abnehmen. Inaktive oder 

ruhende Replikationsursprünge werden bei einer normal ablaufenden Replikation selten oder 

nie genutzt, können aber bei einer Störung aktiviert werden. Konstitutive Origins sind fest im 

Chromatin verankert  (Méchali 2010).  

Für den Erhalt der genomischen Stabilität ist eine genau abgestimmte Replikation 

erforderlich. Ein übermäßiges Feuern von Origins kann eine Erschöpfung der 

Replikationsfaktoren bewirken und damit zum Abbruch führen (Poli et al. 2012). Im Gegensatz 

dazu kann eine Verlangsamung der Elongation die Konsequenz haben, dass ein zusätzliches 

Starten von Replikationsgabeln erforderlich ist, damit ein zeitgerechter Abschluss der 

Genomverdopplung vor dem Eintritt der Zellen in die Mitose erreicht wird (Ait Saada et al. 

2018). 

1.3.5 Nachweis der DNA-Replikation mit Fiber Assay 

Mit dem sogenannten DNA-Fiber Assay, wie er u.a. von Jackson und Pombo (Jackson 

und Pombo 1998) sowie Petermann (Petermann et al. 2006) entwickelt wurde, kann die 

Abb. 6: Organisation der DNA-Replikationsursprünge in Säugerzellen 
Zellen verfügen über flexible Cluster, inaktive und ruhende (engl. dormant) sowie konstitutive 
Replikationsursprünge  (Méchali 2010).  
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Initiation, Elongation und Termination der DNA-Replikation verfolgt werden (Abb. 7). Den 

Zellen werden dafür nacheinander für definierte Zeiten Thymidinanaloga wie das 

Chlordesoxyuridin (CldU) und  Iododesoxyuridin (IdU)  angeboten.  Für den Nachweis der so  

markierten Stränge muss die DNA isoliert und dann mittels Immunfärbung unter Verwendung 

entsprechender Antikörper detektiert werden. Durch die Wahl farblich unterschiedlicher 

Fluoreszenz-Antikörper (typischer Weise rot und grün) können eindeutig verschiedene 

Replikations-Strukturen nachgewiesen werden. Hierbei kann neben der Richtung der 

Replikation auch bestimmt werden, mit welcher Einbaurate die DNA verdoppelt wird, wie 

häufig und in welchen Abständen Replikationsursprünge initiiert werden und wie häufig 

Replikationsgabeln benachbarter Replikationsursprünge terminieren. Mit dem DNA-Fiber 

Assay können aber auch die unterschiedlichen Störungen der Replikation erfasst werden 

(Parplys et al. 2012, Parplys et al. 2015).  

1.3.6 Replikationsstress 

Störungen der DNA-Replikation, die auch als Replikationsstress bezeichnet werden, 

beinhalten ein hohes Risiko für eine genomische Instabilität. Diese Störungen können eine 

Verlangsamung oder sogar Stopp der DNA-Replikation beinhalten, was den Zusammenbruch 

Abb. 7: Nachweis der DNA-Replikation mit dem DNA-Fiber Assay 
Markierung der neu-synthetisierten DNA durch Einbau der Thymidinanaloga wie Iododesoxyuridin (IdU 
und Chlordesoxyuridin (CldU). Nachweis der mit IdU und CldU markierten DNA erfolgt mittels 
Immunhistochemie durch Verwendung spezifischer erster und zweiter Antikörper. Graphik wurde 
bereitgestellt durch Dr. Carol A. Rouzer (Nashville, USA).  
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einer Replikationsgabel bewirken kann, mit der Entstehung von komplexen DNA-Schäden 

(Primo und Teixeira 2019). Der Replikationsstress ist damit ein sehr wichtiger, sogenannter 

‚Hallmark“ und früher Treiber von Krebs (Hanahan und Weinberg 2011, Kotsantis et al. 2018, 

Macheret und Halazonetis 2015).  

Um eine Störung bzw. sogar den Abbau von neu-synthetisierten DNA-Strängen zu 

vermeiden, existiert in den Zellen ein sogenannter Replikationsschutz. Insbesondere Proteine 

der HR besitzen diesbezüglich eine wichtige Funktion, die unabhängig von der DSB-Reparatur 

ist (Berti et al. 2020, Feng und Jasin 2017). So verhindert BRCA2 den Abbau der neu-

synthetisierten DNA-Stränge (Schlacher et al. 2011). BRCA2-defiziente Zellen zeigen einen 

ausgeprägten Abbau der DNA-Stränge an angehaltenen Replikationsgabeln. Der Neustart der 

Replikationsgabeln ist dabei nicht beeinträchtigt (Schlacher et al. 2011). Auch andere HR-

Proteine, wie RAD51 und BRCA1 sind für den Replikationsgabelschutz von Bedeutung 

(Rickman et al. 2020, Schlacher et al. 2011, Schlacher et al. 2012). Mit RADX besitzt RAD51 

einen Gegenspieler (Dungrawala et al. 2017). Ist RADX inaktiviert, so bewirkt die 

unkontrollierte Aktivität von RAD51 eine Verlangsamung der Elongation und führt zu der 

Entstehung von DSB. In Übereinstimmung damit wird bei Überexpression von RAD51 

ebenfalls eine Verlangsamung der Elongation gefunden (Parplys et al. 2015). In Tumorzellen 

mit defektem BRCA bewirkt eine Deletion von RADX die Wiederherstellung des 

Replikationsschutzes ohne aber HR zu reaktiveren (Dungrawala et al. 2017). Das 

Zellzyklusgen Chk1 scheint benötigt zu werden, um den unkontrolliert häufigen Start einer 

Replikation zu vermeiden (Syljuåsen et al. 2005).  

Bei Stopp einer Replikationsgabel besteht die Gefahr, dass die ssDNA-Stränge durch 

Nukleasen wie MRE11 abgebaut werden (Schlacher et al. 2011). RAD51-Paraloge können 

diese ssDNA schützten und durch Initiierung von Neustarts den Zusammenbruch der 

Replikationsgabel verhindern (Somyajit et al. 2015). Auch PTEN ist am Schutz dieser ssDNA 

beteiligt (Rieckhoff et al. 2020). 

Replikationsstress und damit eine genomische Instabilität kann im erheblichen Maße 

auch durch die Aktivierung von Onkogenen ausgelöst werden (Kotsantis et al. 2018, Primo 

und Teixeira 2019). Dies kann auf ganz unterschiedliche Weise erfolgen wie durch eine 

Behinderung der Initiation, der verminderten oder auch erhöhten Feuerung von 

Replikationsgabeln, der Verarmung an Nukleotiden, sowie durch eine Kollision der Replikation 

mit der Transkription und der Erzeugung von DSB (Primo und Teixeira 2019).  

1.3.7 Genetisch bestimmter Brustkrebs 

Keimbahnmutationen in Genen der homologen Rekombination, der Replikation und der 

Zellzykluskontrolle sind beim Brustkrebs die wichtigsten Ursachen für eine genetische 
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Prädisposition. Sie können zu einer Häufung an Mutationen in Zellzykluskontrollpunkten sowie 

Onkogenen führen, die dann eine erhöhte und aberrante Zellteilung möglich machen. 

 Für den frühen Brustkrebs wird davon ausgegangen, dass bis zu 20% der Erkrankungen 

auf Keimbahnmutationen zurückzuführen sind (Sundquist et al. 2002). Mutationen in den 

beiden Genen BRCA1 und BRCA2 sind dabei die wichtigsten Ursachen (Ellisen und Haber 

1998).  

Insgesamt werden die Mutationen, die zu einer Krebsentstehung beitragen, bezüglich 

ihrer Bedeutung aufgeteilt in hohe, mittlere und niedrige Penetranz basierend auf dem 

relativen Risiko für die jeweilige Krebserkrankung (Antoniou et al. 2014, Boonen et al. 2019, 

Siddig et al. 2021). Für die Entstehung von Brustkrebs sind Mutationen in BRCA1, BRCA2, 

TP53, PALB2, PTEN, STK11, und CDH1 von hoher Penetranz. Das Risiko im Laufe des 

Lebens an Brustkrebs zu erkranken (lifetime breast cancer risk) wird auf höher als 50% 

eingeschätzt. Sie werden für insgesamt 20% des erblichen bedingten Brustkrebserkrankungen 

verantwortlich gemacht. Mutationen in den Genen BRIP1, ATM, CHEK2 und RAD51C haben 

eine mittlere Penetranz. Hier beträgt das Lebenszeitrisiko an Brustkrebs zu erkranken 

zwischen 25 und 50%. Sie sind an etwa 5% der erblich bedingten Brustkrebserkrankungen 

beteiligt (De Silva et al. 2019). Weitere etwa 180 Mutationen verschiedener Gene werden für 

die Brustkrebsentstehung mit einem niedrigen Risiko eingestuft (Wendt und Margolin 2019)lin 

2019). Für sie wurde ein Anteil von 18% an allen genetisch bedingten Brustkrebserkrankungen 

abgeschätzt. Zusammengenommen kann damit aktuell für Brustkrebs nur etwa die Hälfte des 

genetisch bedingten Risikos erklärt werden (Wendt und Margolin 2019). 

Es besteht somit ein großer Bedarf, weitere Gene mit entsprechenden Mutationen 

bezüglich des Risikos für eine erblich bedingte Brustkrebserkrankung zu identifizieren. Hierfür 

sind insbesondere Untersuchungen an jungen Brustkrebspatientinnen geeignet, da hier der 

Anteil der erblich bedingten Erkrankungen deutlich höher ist. Dies gilt vor allem für den 

familiären Brustkrebs beim EOBC, der zu 100% auf genetische Faktoren zurückgeführt wird 

(Couto und Hemminki 2007).  

Für den EOBC wurde bereits gezeigt, dass der Anteil an Erkrankungen mit Mutationen in 

den Genen BRCA1 und BRCA2 mit ca. 10% nahezu doppelt so hoch ist wie für alle 

Brustkrebserkrankungen (de Sanjosé et al. 2003). Auch für Mutationen in PTEN und TP53 

werden für EOBC höhere Anteile gemessen (Midha et al. 2020, Phuah et al. 2012, Rogoża-

Janiszewska et al. 2021). Für Mutationen im PALB2 wird unter den EOBC eine nahezu doppelt 

so hohe Häufigkeit gefunden wie für ältere Brustkrebspatientinnen (Antoniou et al. 2014). 

Wohingegen Mutationen beim RAD51C eher seltener beim EOBC vorzuliegen scheinen (Le 

Calvez-Kelm et al. 2012). 
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Insgesamt kann daher bisher nur bei einer eingeschränkten Zahl an jungen Frauen geklärt 

werden, ob bei ihnen das Risiko für eine erblich bedingte Brustkrebserkrankung besteht. 

Aktuell werden hierfür vor allem genetische Tests eingesetzt. Hierbei werden in der Regel 

mehrere Gene getestet mindestens aber die beiden Gene BRCA1 und BRCA2 (Couch et al. 

2015). Aus den festgestellten Mutationen wird auf das Risiko für einen genetisch bedingten 

Brustkrebs geschlossen.  

Solch eine genetische Untersuchung gibt allerdings keine Auskunft darüber, ob die 

jeweilig erkannten Mutationen allein oder zusammen mit anderen einen funktionellen Einfluss 

auf die entscheidenden Prozesse Homologe Rekombination, Zellzykluskontrolle und DNA-

Replikation haben. Sinnvoll wäre daher langfristig eine Kombination aus genetischem und 

funktionellem Test.  

Als funktioneller Test bietet sich vor allem die DNA-Replikation an, wie sie mit dem DNA-

Fiber Assays erfasst werden kann. Mit der Bestimmung der verschiedenen Parameter wie u.a. 

der Elongationsrate, Häufigkeit für Replikationsursprünge, Abbau der neusynthetisierten DNA 

kann insgesamt ein ‚Gesamtbild‘ der Funktion verschiedener Gene erfasst wird, die sowohl an 

der HR, der Zellzykluskontrolle als auch an der Replikation beteiligt sind.  

In einem ersten Schritt hinsichtlich dieser Perspektive sollten daher in einer Studie das 

Replikationsverhalten von jungen (< 45 Jahre) und älteren (> 60 Jahre) Brustkrebspatientinnen 

mit Hilfe des DNA-Fiber Assays miteinander verglichen werden.  

1.4 Ziel der Untersuchung 
Ziel dieser Arbeit war es, erstmalig im Rahmen einer großen Studie zu klären, inwieweit 

das Auftreten eines EOBCs mit einem Defekt in der DNA-Replikation assoziiert ist. Dafür 

wurde ein Kollektiv von ca. 100 Brustkrebspatientinnen mit einem Alter von <45 Jahre mit dem 

Verhalten eines Kollektivs von ca. 100 älteren Patientinnen mit einem Alter >60 Jahre 

verglichen. Den Patientinnen wurden für die Untersuchungen jeweils Blutproben entnommen 

und daraus Lymphozyten isoliert. Für diese Zelle wurde das Replikationsverhalten mit Hilfe 

des DNA-Fiber Assays bestimmt. Es sollten mit dieser Studie folgende konkrete 

Fragestellungen beantwortet werden: 

1. Unterscheiden sich die Geschwindigkeit der Replikation von jungen und älteren 

Brustkrebspatientinnen? 

2. Zeigen sich Unterschiede in der Aktivierung von Replikationsursprüngen in jungen und 

älteren Brustkrebspatientinnen? 

3. Zeigen sich mögliche Unterschiede für das Gesamtkollektiv oder nur für die Extremgruppen 

mit besonders niedrigen oder hohen Werten?   
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4. Welche Beziehung besteht für diese beiden Kollektive jeweils die Elongationsrate und die 

Häufigkeit der Replikationsursprünge? 

Basierend auf diesen Daten sollen neue Strategien für die Bestimmung des 

Brustkrebsrisikos bei jungen Frauen und der dann notwendigen Behandlungen entwickelt 

werden.   
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2. MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Patientinnen 
Die Untersuchungen wurden an den aus den Blutproben der Brustkrebs-Patientinnen 

gewonnenen Lymphozyten durchgeführt. Dies waren ausschließlich Patientinnen des 

Brustzentrums der Universitätsklinik Hamburg-Eppendorf. Ein positives Votum für die 

Entnahme von Blutproben und die Analyse mittels des DNA-Fiberassays der Ethikkommission 

der Universität Hamburg lag vor (PV4694). Die Entnahme der Blutproben fand im Zeitraum 

September 2014 bis Oktober 2016 statt und wurde gemeinsam mit Dr. Levesque 

(Brustzentrum, UKE) durchgeführt. 

2.2 Blutentnahme 
Jeder Patientin wurde im Rahmen der Eingangsuntersuchung 9 ml peripheres Blut 

entnommen. Das entnommene Blut wurde auf 15ml-Falconröhrchen aufgeteilt mit 2x4ml für 

den Fiberassay und 1x1ml für die DNA-Isolierung. Letzteres wurde für ein nachfolgendes 

Projekt benötigt. 

Die Abtrennung der Lymphozyten vom Restblut erfolgte mittels eines Ficoll-Gradienten. 

Zur Vorbereitung wurde zunächst 4ml Ficoll in 4 Falconröhrchen gegeben. Das Vollblut wurde 

mit jeweils 4ml 0,9%-NaCl-Lösung vermischt und davon jeweils 4ml auf das Ficoll geschichtet. 

In einem Zentrifugationsschritt mit 1500 U/min für 30 Min erfolgte die Auftrennung der 

Blutbestandteile. Monozyten und Lymphozyten reicherten sich aufgrund der niedrigeren 

Dichte als die Ficoll-Lösung an der Grenzschicht (Interphase) zwischen Plasma und Ficoll an. 

Erythrozyten und Granulozyten sowie tote Zellen sedimentierten aufgrund ihrer höheren 

Dichte in tiefere Schichten. Die weiße trübe Interphase wurde mit einer Pasteur-Pipette 

abgesaugt und in ein neues Falconröhrchen gegeben. 

Anschließend erfolgt eine Aufreinigung durch Waschen mit vorgewärmtem RPMI-

Medium. Dafür wurde jeweils 10ml RPMI hinzugegeben und durch eine Zentrifugation bei 1100 

U/Min für 10 Min die Zellen abgetrennt. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Am Ende 

wird das Pellet, welches die Lymphozyten enthält, in 5ml RPMI aufgenommen und die 

Zellkonzentration bestimmt. 

2.3 DNA-Fiber Assay 
Der DNA-Fiber Assay wurde verwendet, um die Replikationsprozesse in den 

Lymphozyten der jeweiligen Brustkrebspatientin darzustellen. Dazu wurde den stimulierten 

Lymphozyten für jeweils 25 min Chlordesoxyuridin (CldU) und danach Iododesoxyuridin (IdU) 

zugegeben, welches während der Replikation anstelle des Nukleotids Thymidin in die DNA 
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der Zellen eingebaut wurde. Der Nachweis dieser neu-synthetisierten DNA erfolgte 

anschließend durch eine spezifische Immunfärbung. 

2.3.1 Stimulation der Lymphozyten 

Für die Untersuchung wurden jeweils 1x107 Zellen in eine Zellkulturflasche in 10 ml RPMI-

Medium aufgenommen. Pro Flasche wurde 120 µl Phytohämagglutinin (PHA) dazugegeben. 

Hierdurch wurde eine Stimulation der Lymphozyten erreicht. Versuche mit Blut von gesunden 

Spendern zeigten, dass 40 h nach Stimulation zwischen 20-25% der Zellen in der S-Phase 

sind, nach 50h zwischen 25-30% und nach 72h zwischen 30 und 45%. Für die Versuche mit 

dem Blut von Brustkrebspatientinnen wurde konstant ein Zeitintervall von 72h gewählt. 

2.3.2 Markierung der replizierten DNA mit CldU und IdU  

Den Lymphozyten wurde 72 h nach Stimulation mit PHA zunächst für 25 min mit 0,025 

mM CldU-haltigem Medium im 5% CO2 Brutschrank inkubiert. Um den Einbau von CldU zu 

stoppen, wurden die Proben in Mikroreaktionsgefäße überführt, für 5 min mit 1.200 U/min bei 

Raumtemperatur zentrifugiert, und das CldU-haltige Medium abgesaugt. Anschließend 

erfolgte die Inkubation der Lymphozyten für 25 min mit 0,25 mM IdU-haltigem Medium. Um 

den Einbau zu stoppen, wurde die Proben wiederum in Mikroreaktionsgefäße gegeben, gefolgt 

von einer Zentrifugation mit 1.200 U/min für 5 min und dem Absaugen des IdU-haltigen 

Mediums. Anschließend wurden die Zellen zweimal in eiskaltem PBS aufgenommen, jeweils 

mit 1.200 U/min für 5 min abzentrifugiert und wiederum in eiskaltem PBS aufgenommen. 

Abschließend wurde mittels Coulter Counter die Zellkonzentration bestimmt und auf 5x106 /ml 

eingestellt. 

2.3.3 Ausbreiten der DNA 

Für die Darstellung der replizierten DNA ist ein Ausbreiten der Chromatinstränge auf 

Objektträgern erforderlich. Pro Versuch wurden 2 μl der Zellsuspension auf einen Objektträger 

pipettiert. Zur besseren Haftung folgte eine Trocknung der Objektträger für 5 min. Durch eine 

Zugabe von 7 μl des Lysepuffers für 2 min wurde ein Platzen der Zellen sowie eine 

Denaturierung der Proteine erreicht. Um ein Ausbreiten der DNA zu bewirken, wurde der 

Objektträger in einem Winkel von etwa 15° aufgestellt, so dass durch den herablaufenden 

Tropfen aus Zellen und Lysepuffer die Chromatinstränge sich längs des Objektträgers 

ausrichteten. Der Objektträger wurde an der Luft getrocknet und in Methanol/Essigsäure (3:1) 

für 10 min fixiert. Die so präparierten Objektträger konnten bei 4°C gelagert werden. 

2.3.4 Immunfärbung der Chromatinfasern 

Der Nachweis der replizierten DNA ist durch eine spezifische Immunfärbung möglich. Zur 

Rehydrierung wurden die Objektträger zunächst für 5 min mit H2O gespült. Um eine Bindung 
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der Antikörper an die eingebauten CldU- und IdU Nukleotide zu gewährleisten, erfolgte eine 

Denaturierung der DNA-Stränge. Zur Denaturierung der DNA wurde der Objektträger zunächst 

5 min mit 2,5 M HCL äquilibriert und danach für weitere 75 min mit 2,5 M HCL inkubiert. Die 

Denaturierung wurde durch zweimaliges Waschen mit PBS gestoppt.  

Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen der Antikörper erfolgte eine zweimalige kurze 

Spülung gefolgt von einer einstündigen Inkubation in der Blockierungslösung. Die Detektion 

der CldU-Nukleotide erfolgte durch einen primären, monoklonalen anti-BrdU-Antikörper aus 

der Ratte in einer 1:1000 Verdünnung in Blockierungslösung. Dafür wurde auf den 

Objektträger 115 μl der primären Antikörper-Lösung gegeben, wobei durch Auflegen eines 

Deckglases erreicht wurde, dass sich die Lösung gleichmäßig verteilt und die Probe nicht 

austrocknet. Anschließend erfolgte eine Inkubation für 1 h bei Raumtemperatur in einer 

feuchten Kammer. Der Objektträger wurde anschließend dreimal für 10 min mit PBS 

gewaschen. Die Fixierung des gebundenen Antikörpers wurde durch eine Inkubation in 4 % 

Paraformaldehyd für 10 min erreicht. Anschließend wurde der Objektträger dreimal für 10 min 

in der Blockierungslösung inkubiert und danach getrocknet.  

Für die Detektion des anti-BrdU-Antikörpers wurde ein sekundärer anti-rat AlexaFluor 555 

in einer Verdünnung 1:1000 verwendet. Diese Arbeiten waren ohne direkte UV-Strahlung 

durchzuführen. Der Objektträger wurde mit 115 μl der sekundären Antikörper-Lösung bedeckt, 

mit einem Deckglas versehen und für 1,5 h bei Raumtemperatur in einer feuchten, 

abgedunkelten Kammer inkubiert. Im Anschluss wurden die Objektträger einmal kurz und 

dreimal für 10 min mit der PBS gewaschen.  

Die IdU-Nukleotide wurden mit dem primären monoklonalen anti-BrdU Antikörper aus der 

Maus detektiert bei einer Verdünnung von 1:1500. Auf den Objektträger wurde dazu 115 μl 

der primären Antikörper-Lösung gegeben und dann über Nacht im Kühlraum in einer feuchten 

Kammer inkubiert. Anschließend wurde der Objektträger einmal kurz und dreimal für 10 min 

mit PBS gewaschen. Zur Detektion des anti-BrdU-Antikörpers aus der Maus wurde ein 

sekundärer anti-mouse AlexaFluor 488 in einer Verdünnung von 1:500 verwendet. Auf den 

Objektträger wurde 115 μl der sekundären Antikörper-Lösung gegeben, mit einem Deckglas 

abgedeckt und für 1,5 h bei Raumtemperatur in einer feuchten, abgedunkelten Kammer 

inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein kurzes Spülen in PBS, zweimal für 5min in 

Blockierungslösung, gefolgt von einem zweimaligen Waschen in PBS gefolgt von einem 

einmaligen Waschen in H2O dest. Zum Abschluss wurde der Objektträger mit dem 

Eindeckmittel Immunofluore bedeckt, mit einem Deckglas versehen, die Kanten mit Nagellack 

versiegelt und bei 4°C gelagert. 
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2.3.5 Detektion der markierten DNA mittels Fluoreszenzmikroskopie 

Die Analyse der Chromatinfasern erfolgte anhand von Bildern, die mittels eines 

Fluoreszenzmikroskops hergestellt wurden. Dafür wurde ein 63er Öl-Objektiv verwendet. Zur 

Detektion des sekundären Fluoreszenz-Antikörpers AlexaFluor 555 wurde der Filtersatz 43 

verwendet. Der sekundären Fluoreszenz-Antikörper AlexaFluor 488 wurde mit dem Filtersatz 

38 detektiert. Die Aufnahmen wurden mittels des Programms AxioVision erstellt. Pro 

Objektträger wurden mindestens 10 Aufnahmen im oberen, mittleren und unteren Bereich 

gemacht. 

2.3.6 Auswertung mittels ImageJ 

Die Auswertung der Bilder erfolgte mit dem ‚open source‘ Bildverarbeitungsprogramm 

ImageJ. Die jeweilige Replikationsstruktur wurden mit dem ImageJ Plug-In Analyze bestimmt, 

die Länge der Chromatinfasern mit ImageJ Plug-In Segmented lines. Die mit diesem 

Programm gemessene Länge der Chromatinfaser konnte mit einem für das Mikroskop 

spezifischen Umrechnungsfaktor von 9,8 in µm umgerechnet werden. Um daraus die 

Elongationsrate (Kilobasen pro Minute, kb/min) der Chromatinfaser zu ermitteln, war die 

entsprechende Zahl an Nukleotiden zu bestimmen. Hierfür wurde der Umrechnungsfaktor 1 

μm ≙ 2,59 kb verwendet (Jackson und Pombo 1998). 

2.4 Statistik 
Die Festlegung der zu untersuchenden Gruppengröße von n=100 je Studienarm basiert 

auf der in (Nikkala et al. 2013) untersuchten Patientinnen-Gruppe. Für die Aktivierung von 

Replikationsursprüngen wurde eine Häufigkeit von 21,7% bzw. 11,8% in Mutationsträgerinnen 

bzw. Nicht-Tragerinnen beobachte mit einer Standard-Abweichung von 4.4 und einer Differenz 

der Häufigkeit von d=2.25. Bei einer gegebenen Power von 80% und einem Signifikanzniveau 

von 0,01 würde sich daraus eine Fallzahl von 91 Probanden ergeben. Da davon ausgegangen 

wurde, dass etwa 10% der Proben nicht auswertbar sind, wurde die Fallzahl auf 100 pro Arm 

angehoben. 

Die Poweranalyse erfolgte wurde mit Hilfe von GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, 

Inc, USA). und der R-Funktion ‚power t test‘ aus dem R-Paket ‚stat‘. Als Testverfahren wurde 

ein zweiseitiger t-Test angewendet für eine Power von 80% (Typ II Fehler) und ein 

Signifikanzniveau von 0,01 (Typ I Fehler). 

Die statistischen Auswertungen erfolgten mit dem Programm GraphPad PRISM Version 

5.0. Pro Patienten wurden mindestens 100 Fiberstrukturen ausgewertet und daraus jeweils 

Mittelwerte bestimmt. Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden durch einen zweiseitigen 

Student´s t-Test mit einem Signifikanzniveau von α=0,05 bestimmt. 
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2.5 Agentien, Firmen, Software 

Tab. 1: Primäre Antikörper 

Antikörper Hersteller Konzentration 
Anti BrdU rat monoclonal 
IgG2a 

Abd Serotec, Oxford, UK 1:1000 in PBS + 1% BSA + 
0.1% Tween20 

Anti-BrdU (Clone B44) mouse 
monoclonal IgG 

Becton Dickinson, New 
Jersey, USA 

1:1500 in PBS + 1% BSA + 
0.1% Tween20 

 

Tab. 2: Sekundäre Antikörper 

Antikörper Hersteller Konzentration 
Alexa Fluor® 555 Goat anti-rat IgG 
(H+L) 

Invitrogen, Darmstadt, 
Deutschland 

1:500 in PBS + 1% 
BSA + 0.1% Tween20 

Alexa Fluor® 488 Goat anti-mouse 
IgG (H+L) 

Invitrogen, Darmstadt, 
Deutschland 

1:500 in PBS + 1% 
BSA + 0.1% Tween20 

 

Tab. 3: Zellmedien und Reagenzien 

Kennzeichnung Hersteller 
Fötales Kälberserum (FKS) Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 
Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) Sigma-Aldrich®, Steinheim, Deutschland 
Dulbecco’s Modified Eagel Medium (DMEM) Invitrogen, Darmstadt, Deutschland 

 

Tab. 4: Puffer und Lösungen 

Kennzeichnung Zusammensetzung 
Blockierungslösung 1xPBS, 3 % BSA-Pulver, 0.1% Tween20 
CldU-Medium 2,5 mM CldU in DMEM und 10% FKS 
Einfriermedium 10 % DMSO und 90 % FKS 
70% Ethanol 70% Ethanol 
HCL-Lösung 2,5 mM HCL-Lösung 
IdU-Medium 2,5 mM CldU in DMEM und 10% FKS 
4 % Paraformaldehyd 4 % Paraformaldehyd in 1xPBS 
0,5% SDS 0,5% SDS in destilliertem H2O  
Lysepuffer 200mM Tris-HCL (pH: 7,4), 50mM EDTA, 0,5% SDS 
Waschlösung 1xPBS, 1 % BSA und 0,1 % Tween20 

 

Tab. 5: Bezugsquellen 

Material Firma 
Verbrauchsmaterial - Becton Dickenson (Heidelberg, Deutschland) 

- B. Braun (Melsungen, Deurschland) 
- Corning (New York, USA) 
- Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
- Sarstedt (Nürnberg, Deutschland) 

Zellkulturflaschen Cellstar; Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland) 
Deckgläser/Objektträger Paul Marienfeld (Laud-Königshofen, Deutschland) 
Plastik Coverslips Appligene-Oncor (Illkirch-Grafffenstaden, Frankreich) 
Vectorshields Mounting Medium Vector Laboratories (Burlingame, USA) 
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Tab. 6: Geräte 

Kennzeichnung Hersteller 
Autoklav (Evo® 45) Meditech, Norderstedt, Deutschland 
Brutschrank (BB 16 CU) Heraeus®, Hanau, Deutschland 
Zellzahlzähler (Coulter Counter Z1™) BeckmannCoulter™, Krefeld, Deutschland 
Eismachine (FM-120DE-50) Hoshizaki, Amsterdam, Niederlande 
Heizblock (Thermostat 5320) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Kolbenhubpipetten (0,5-10 μL, 10-100 μL, 
100-1000 μL) 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Magnetrührer (Ikamag™ Ret) IKA™ Labortechnik, Staufen, Deutschland 
Mikroskop (Axio Observer Z1) Carl Zeiss Microscopy GmbH, Göttingen, 

Deutschland 
Schüttler (Polymax 1040) Carl Roth®, Karlsruhe, Deutschland 
Sterile Werkbank (Herasafe®) Heraeus®, Hanau, Deutschland 
Vakuumpumpe (Oerlikon Leybold Vacuum) Leybold GmbH, Pfäffikon, Schweiz 
Vortexer (Vortex-Genie® 2) Scientific Industries, Bohemia, USA 
Waagen (P1200, AE160) Mettler Toledo, Giesen, Deutschland 
Wärmeschrank (Modell 400) Memmert, Schwabach, Deutschland 
Wasserbad (WD19/D3) Thermo Haake GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 
Zentrifugen (Labofuge® 400R)  
(Microfuge® R)  
(Megafuge® 1.0) 

Heraeus®, Hanau, Deutschland 
BeckmanCoulter™, Krefeld, Deutschland 
Heraeus®, Hanau, Deutschland 

 

Tab. 7: Software 

Software/Datenbank Hersteller/Entwickler 
AxioVision Rel 4.7 Carl Zeiss, Jena, Deutschland 
ImageJ 
 

National Institutes of Health, Laboratory for 
Optical and Computational Instrumentation 
(University of Wisconsin) 

GraphPad PRISM Version 5.0 Graphpad Software, Inc, USA 
R Version 3.5.3 R Core Team 
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3. ERGEBNISSE 

Ziel der Arbeit war es, für Brustkrebspatientinnen zu klären, ob jüngere Patientinnen mit 

einem Alter <45 Jahre im Vergleich zu älteren Patientinnen (>60 Jahre) fehlerhafte 

Replikationsprozesse zeigen. Dafür wurde bei Patientinnen, die jeweils einer der beiden 

Altersgruppen zuzuordnen waren, eine Blutprobe entnommen und anhand des DNA-

Fiberassays das jeweilige Replikationsverhalten bestimmt. 

3.1 Detektion von Replikationsstrukturen mittels DNA-Fiberassay  
Abb. 8 zeigt die Aufnahme des Chromatins von Lymphozyten einer Brustkrebspatientin 

bei Nachweis der Replikation mittels des DNA-Fiberassays. Es können sehr gut einzelne 

Chromatinstränge erkannt werden. In den DNA-Bereichen, in denen während der Replikation 

an Stelle von Thymidin die angebotenen Analoga Chlordesoxyuridin (CldU) bzw. 

Ioddesoxyuridin (IdU) eingebaut wurden, stellten sich diese Bereiche im 

Fluoreszenzmikroskop als rote (CldU) bzw. grüne (IdU) Stränge dar. 

Insgesamt können anhand dieser Technik vier Replikationsstrukturen deutlich 

voneinander unterschieden werden. Aktiv fortschreitende Elongationsgabeln (Abb.8, Pfeil 1) 

zeichnen sich durch einen roten Strang aus, dem ohne Unterbrechung ein etwa gleichlanger 

grüner Strang folgt. Hier konnte während des Einbaus von CldU und IdU die Replikation 

Abb. 8: Detektion von DNA-Replikationsstrukturen mittels DNA-Fiberassay.  
Stimulierten Lymphozyten einer Brustkrebspatientin wurde für jeweils 25 min zunächst 
Chlordesoxyuridin (CldU) und dann Ioddesoxyuridin (IdU) zum Einbau angeboten. Bei Nachweis der 
eingebauten Nukleotide mit entsprechenden Antikörpern stellen sich diese Bereiche als rote (CldU) 
bzw. grüne (IdU) Chromatinstränge da. Damit kann zwischen einer aktiven Replikationsgabel (1), 
angehaltener Replikationsgabel (2), Replikationsursprung erster (3) und zweiter Ordnung (4) 
unterschieden werden.  
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ungestört durchgeführt werden. Angehaltene Replikationsgabeln (Abb.8, Pfeil 2) stellen sich 

dagegen als rote Chromatinstränge dar, an denen, während der IdU-Markierung die 

Replikation nicht fortgeführt wurde. Bei neu gestarteter Replikation während der Einbauphase 

kann zwischen zwei Strukturen unterschieden werden. Zum einen gibt es den 

Replikationsursprung erster Ordnung (Abb.8, Pfeil 3), der während der ersten Einbauphase 

gestartet wurde. Da die Replikation immer bidirektional verläuft, geht der neu gestartete rote 

Strang an beiden Enden in einen grünen Strang über. Wird die Replikation erst während der 

zweiten Einbauphase gestartet, liegt ein Replikationsursprung zweiter Ordnung vor, der sich 

als grüner Strang darstellt (Abb.8, Pfeil 4). 

Im Rahmen dieses Projektes wurden ausschließlich aktiv fortschreitenden 

Replikationsgabeln, sowie Replikationsursprünge 1. und 2. Ordnung ausgewertet. Die 

Auswertung der angehaltenen Replikationsgabeln ist Teil eines weiteren Projekts. 

3.2 Verteilung der Einzelwerte 
Abb. 9 zeigt exemplarisch für eine Brustkrebspatientin bei Auswertung der aktiven 

Replikationsgabeln in den stimulierten Lymphozyten die Verteilung, wie sie für die jeweiligen 

Marker erhalten wurde. Dafür wurden pro Probe mindestens 100 Replikationsstrukturen 

ausgewertet. Hierbei wurde, wie in Material und Methoden (2.3.5) beschrieben, die Länge der 

Chromatinfaser mit Hilfe des Softwareprogramms ImageJ Plug-In Segmented lines bestimmt. 

Der mit dem Softwareprogramm bestimmte Wert kann dann mit einem für das Mikroskop 

Abb. 9: Verteilung der Elongationsraten in den stimulierten Lymphozyten einer Patientin  
A) Stimulierten Lymphozyten einer Brustkrebspatientin wurde für jeweils 25 min Chlordesoxyuridin 
(CldU) gefolgt von Ioddesoxyuridin (IdU) zum Einbau angeboten. Der Nachweis des Einbaus erfolgte 
mittels Immunfluoreszenz. B) Variation der Elongationsrate für IdU bei Bestimmung mittels ImageJ. 
Daten wurde mittels GraphPad eine Gaussverteilung angepasst und daraus der Mittelwert 
bestimmt.   
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spezifischen Umrechnungsfaktor von 9,8 in die tatsächliche Länge mit der Maßeinheit µm 

umgerechnet werden. Mit Hilfe des Umrechnungsfaktor 1 μm ≙	2,59 kb ergibt sich daraus die 

entsprechende Elongationsrate (Jackson und Pombo 1998). 

Sowohl bei Markierung mit CldU als auch mit IdU ergaben sich für die Elongationsraten 

jeweils breite Verteilungen, die sehr gut durch eine Gausskurve beschrieben werden können. 

Für die erste Markierung mit CldU reicht die Verteilung von 0,5 kb/min bis 2,2 kb/min mit einem 

Mittelwert von 1,1±0,3 kb/min (SD). Bei der zweiten Markierung mit IdU reicht die Verteilung 

von 0,4 bis 1,5 kb/min mit einem Mittelwert von 0,7±0,2 kb/min (SD). Diese Betrachtung macht 

deutlich, dass für eine Brustkrebspatientin die Elongationsrate der aktiven Replikation über die 

Anpassung mit einer Gausskurve jeweils mit sehr hoher Genauigkeit durch einen Mittelwert 

bestimmt werden kann. 

3.3 Elongationsraten für jüngere und ältere Brustkrebspatientinnen 
Wie exemplarisch für eine Brustkrebspatientin in Abb. 9 dargestellt, wurde für die jüngeren 

(<45 Jahre) sowie die älteren (>60 Jahre) Patientinnen die Verteilung der Elongationsraten 

Abb. 10: Verteilung der Elongationsraten in Lymphozyten von jungen und älteren 
Brustkrebspatientinnen 
A) Elongation der DNA während der Replikation in stimulierten Lymphozyten bei Markierung mit 
CldU und IdU und Nachweis mittels Immunfluoreszenz. B). Verteilung der Elongationsraten in den 
Lymphozyten der jungen (<45 Jahre, n=105) und älteren (>60 Jahre, n=101) Brustkrebspatientinnen 
mit MW und SD. Der Vergleich der beiden Verteilungen erfolgte mittels des zweiseitigen t-Tests.   
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von CldU und IdU bestimmt und daraus jeweils der Mittelwert berechnet. Allerdings wurde 

nicht nach CldU und IdU getrennt ausgewertet, sondern immer der ganze gefärbte 

Chromatinstrang ausgemessen. Abb. 10 zeigt die Verteilung der Mittelwerte für diese beiden 

Gruppen. Für beide Patientengruppen liegt jeweils eine breite Verteilung der Werte vor. Für 

junge Patientinnen reicht dies von 0,38 kb/min bis zu 1,08 kb/min. Damit wird für junge 

Patientinnen eine Variation der mittleren Elongationsrate von einem Faktor 2,8 gefunden mit 

einer mittleren Elongationsrate von MW<45=0,74±0,14 kb/min (SD). 

Für die Gruppe der älteren Patientinnen reicht die Verteilung von 0,41 kb/min bis 1,13 

kb/min (SD). Dies entspricht ebenfalls einer Variation um den Faktor 2,8. Es ergibt sich für alle 

älteren Brustkrebspatientinnen eine mittlere Elongationsrate von MW>59=0,75±0,15 kb/min 

(SD). Ein Vergleich der beiden Gruppen mittels dem zweiseitigen t-Test zeigt, dass kein 

signifikanter (P=0,294) Unterschied zwischen den beiden Verteilungen besteht.  

In der weiteren Datenanalyse wurde untersucht, ob sich die Verteilung der Extremwerte, 

d.h die niedrigsten 25% (untere Quartile) und die höchsten 25% (obere Quartile) der beiden 

Gruppen voneinander unterscheiden. Dazu wurden die untere, die beiden mittleren und die 

obere Quartile separat aufgetragen (Abb. 11). Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied 

Abb. 11: Quartile Analyse der Elongationsraten in Lymphozyten von jungen und älteren 
Brustkrebspatientinnen 
Elongationsraten der jungen und älteren Brustkrebspatientinnen aus Abb. 10 nach Auftrennung in 
Quartile. 1. Quartil = niedrig; 2.+3. Quartil = mittig; 4. Quartil = hoch mit MW und SD. Vergleich der 
Quartile erfolgte mittels des zweiseitigen t-Tests. 
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(P=0,017) zwischen den beiden oberen Quartilen. Bei den jüngeren Patientinnen wird für diese 

Gruppe mit dem Mittelwert von 0,91±0,06 kb/min (SD) ein signifikant kleinere Elongationsrate 

gemessen als mit 0,95±0,07 kb/min für die älteren Patientinnen. Damit wird deutlich, dass 

diese Gruppe bei den jüngeren Patientinnen um etwa 40bp/min langsamer replizieren als bei 

den älteren Patientinnen.     

3.4 Replikationsursprünge 1. und 2. Ordnung 
Für alle Patientinnen wurde die Häufigkeit von Replikationsursprüngen 1. Ordnung 

ermittelt (Abb. 12A). Abb. 12B zeigt die Verteilung dieser Werte jeweils für die jungen (n=100) 

und die älteren Patientinnen (n=100). Für beide Gruppen wird wiederum eine breite Verteilung 

beobachtet, mit einer Variation um den Faktor 3,6 bzw. 3,2. Die Gruppe der jungen 

Patientinnen zeigt mit einem MW=19,7±5,3 % (SD) eine signifikant höhere Häufigkeit 

(p=0,037) als die älteren Patientinnen mit dem MW=18,3±4,8 % (SD). 

Abb. 12: Häufigkeit der Replikationsursprünge 1. Ordnung in den Lymphozyten von jungen 
und älteren Brustkrebspatientinnen 
A) Replikationsstruktur mit einem Ursprung 1. Ordnung. B). Variation der Häufigkeiten für 
Replikationssprünge 1. Ordnung für junge (<45 Jahre, n=100) und ältere (>60 Jahre, n=100) 
Brustkrebspatientinnen mit MW und SD. Der Vergleich der beiden Verteilungen erfolgte mittels des 
zweiseitigen t-Tests.   
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Dieser Unterschied zeigte sich noch deutlicher, wenn die Replikationsursprünge 2. 

Ordnung mitberücksichtigt wurden (Abb. 13A). Für jede Patientin wurde aus insgesamt 100 

Replikationsstrukturen der Prozentsatz an Replikationsursprüngen 1. und 2. Ordnung 

bestimmt. Abb. 13B zeigt die Verteilung dieser Häufigkeiten für beide Patientengruppen. Für 

jüngere Patientinnen liegt im Mittel die Häufigkeit aller Replikationsursprünge bei 

MW=23,9±5,5 % (SD) und bei den älteren Patientinnen bei MW=22,0±5,3 % (SD). D.h. bei 

Berücksichtigung der Ursprünge 2. Ordnung steigt bei den jüngeren Patientinnen diese 

Häufigkeit mit einer Zunahme von 4,2% etwas stärker als mit nur 3,7% bei den älteren 

Patientinnen. Dies spiegelt sich auch in der höheren Signifikanz (P=0,0015) des 

Unterschiedes zwischen den beiden Patientengruppen wider (Abb. 13B). 

Für die Häufigkeit der Replikationsursprünge 1. und 2. Ordnung erfolgte ebenfalls eine 

Verteilung auf die Quartile, um eine detaillierte Analyse zu ermöglichen (Abb. 14). Bei dem 

Abb. 13: Häufigkeit der Replikationsursprünge 1. und 2. Ordnung in den Lymphozyten von 
jungen und älteren Brustkrebspatientinnen 
A) Replikationsstruktur mit einem Ursprung 1. oder 2. Ordnung. B). Variation der Häufigkeiten für 
Replikationssprünge 1. und 2. Ordnung in Lymphozyten von jungen (<45 Jahre, n=100) und älteren 
(>60 Jahre, n=100) Brustkrebspatientinnen mit MW und SD. Der Vergleich der beiden Verteilungen 
erfolgte mittels des zweiseitigen t-Tests.   
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Vergleich dieser Quartile zeigt sich, dass der Unterschied zwischen den beiden 

Patientengruppen vor allem auf den Unterschieden in dem mittleren (P<0.001) und dem hohen 

(P=0.007) Quartil beruht, während für das untere Quartil kein Unterschied festzustellen ist.  

Insgesamt zeigen diese Daten erstmalig, dass sich die beiden Patientengruppen bezgl. 

der Häufigkeit der Replikationsursprünge unterscheiden, wobei für jüngere Patientinnen etwas 

mehr Replikationsursprünge beobachtet werden. Dies beruht vor allem darauf, dass unter den 

jüngeren Patientinnen häufiger einzelne Patientinnen mit einer sehr hohen Anzahl an 

Replikationsursprüngen vorlagen.  

3.5 Beziehung zwischen Elongation und Replikationsstart 
Es wurde ebenfalls für die beiden Patientengruppen überprüft, ob jeweils zwischen der 

Elongationsrate und der jeweiligen Häufigkeit für Replikationsursprünge 1. und 2. Ordnung 

Elongationsrate und der jeweiligen Häufigkeit für Replikationsursprünge 1. und 2. Ordnung 

eine Beziehung besteht. In Abb. 15.A und B sind diese beiden Parameter deshalb 

gegeneinander aufgetragen. Es zeigt sich, dass insgesamt eine schwache dennoch aber 

alle niedrig mittig hoch alle niedrig mittig hoch

10

20

30

40

<45 >60
Alter der Brustkrebspatientinnen (Jahre)

Re
pl

ik
at

io
ns

ur
sp

rü
ng

e 
1.

+2
. O

rd
nu

ng
 (%

)

n=  100 n=  100

P=0,007

P<0,001

n.s.

26 2653 25 51 25

Abb. 14: Quartile Analyse für die Häufigkeiten der Replikationsursprünge in Lymphozyten 
von jungen und älteren Brustkrebspatientinnen 
Häufigkeit der Replikationsursprünge in Lymphozyten von jungen und älteren 
Brustkrebspatientinnen aus Abb. 13 nach Auftrennung in Quartile. 1. Quartil = niedrig; 2.+3. Quartil 
= mittig; 4. Quartil = hoch mit MW und SD. Vergleich der Quartile erfolgte mittels des zweiseitigen t-
Tests. 
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hoch-signifikante Beziehung zwischen der Elongationsrate und der Häufigkeit für 

Replikationsursprünge vorliegt mit einem etwa gleich niedrigen Regressionskoeffizienten r² für 

junge (r²=0,171) wie für ältere (r²=0,116) Brustkrebspatientinnen. Im Mittel nimmt für beide 

Abb. 15: Assoziation zwischen der Elongationsrate und der Häufigkeit für einen 
Replikationsursprung 1. und 2. Ordnung in den Lymphozyten von jungen und älteren 
Brustkrebspatientinnen 
Die Elongationsraten aus Abb. 10 aufgetragen gegen die jeweilige Häufigkeit für 
Replikationsursprünge 1. und 2. Ordnung aus Abb. 13. A) Lymphozyten von jungen Patientinnen mit 
Alter <45 Jahre. B) Lymphozyten von älteren Patientinnen mit Alter >60 Jahre. Analyse der Daten 
mittels linearer Regression. 
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Gruppen mit ansteigender Elongationsrate auch die Häufigkeit für die Replikationssprünge zu. 

Dabei ist diese Zunahme für die jüngere Patientinnen mit einer Steigung von b=16,3±3,7 etwas 

stärker als bei den älteren Patientinnen mit b=11,7±3,3 (Abb. 15A und B). Dies zeigt, dass in 

beiden Gruppen mit zunehmender Elongationsrate auch die Häufigkeit für den Start eines 

neuen Replikationsursprunges zunimmt. Dieser Effekt ist bei den jüngeren Patientinnen etwas 

stärker ausgeprägt als bei den älteren Patientinnen.   
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4. DISKUSSION 

Ziel dieser Untersuchung war es, in einer großen Studie das Replikationsverhalten von 

jungen (<45 Jahre) und älteren (>60 Jahre) Brustkrebspatientinnen anhand ihrer Lymphozyten 

miteinander zu vergleichen. Dazu wurde im Zeitraum September 2014 bis Oktober 2016 eine 

Studie am Brustzentrums des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf mit jeweils 100 

Probandinnen pro Gruppe durchgeführt. Ein positives Votum der Ethikkommission der 

Universität Hamburg lag hierfür vor (PV4694). 

4.1 Early-onset Brustkrebs 
Die Forschung zum Brustkrebs bei Frauen jünger als 40 Jahre, der auch als early-onset-

Brustkrebs (EOBC) bezeichnet wird, ist von großer nationaler Bedeutung. Das Risiko, an 

Brustkrebs zu erkranken, nimmt mit dem Alter deutlich zu, wie es auch generell für die meisten 

Tumorerkrankungen beobachtet wird (RKI 2019). Der Anteil des EOBC an allen 

Brustkrebserkrankungen wird auf 6-10% geschätzt (RKI 2019). Die Zahl der Frauen mit EOBC 

pro 100.000 Frauen hat in den letzten zwanzig Jahren kontinuierlich zugenommen mit einem 

Anstieg in diesem Zeitraum um 15% (RKI 2019). Im Gegensatz dazu wurde für die Gesamtzahl 

der Brustkrebserkrankungen in Deutschland nach dem Zwischenhoch in den Jahren 2007-

2008 aufgrund der Einführung der Mammographie eine Abnahme registriert (RKI 2019). 

Trotz großer Fortschritte in der Vorsorge sowie der Therapie sterben in Deutschland 

weiterhin jedes Jahr etwa 18.500 Frauen an Brustkrebs und davon etwa 1.500 mit EOBC (RKI 

2019). Die Therapie beim Brustkrebs erfolgt je nach Stadium durch eine Kombination aus 

Chirurgie, Strahlentherapie, Chemotherapie, sowie auch einer zielgerichteten Therapie. Die 

zielgerichtete Therapie eines Tumors ist möglich, wenn mit Hilfe von geeigneten molekularen 

Marker bestimmt werden kann, welches Target in dem entsprechenden Tumor vorliegt. So 

können Brustkrebspatientinnen mit einem Her2-positiven Tumor sehr gezielt mit dem 

monoklonalen anti-Her2-Antikörper Trastuzumab behandelt werden (Paracha et al. 2020, Peto 

et al. 2012). Für Patientinnen mit einem triple-negativen Brusttumor (TNBC) stehen seit 2018 

zielgerichtete Therapien mit verschiedenen PARP1-Inhibitoren zur Verfügung 

(https://www.aacr.org/patients-caregivers/progress-against-cancer/parp-inhibitor-breast-

cancer-talazoparib-talzenna/). Vorversuche mit TNBC-Zellkulturen zeigen, dass in diesen 

Zellen ein Defekt in der Homologen Rekombination vorliegt und daher solche eine Therapie 

sehr sinnvoll sein könnte (Meyer et al. 2020). 

Generell deutet sich an, dass der EOBC therapieresistenter ist (Kataoka et al. 2016). Wie 

in einer großen japanischen Studie gezeigt, kann dies nicht allein darauf zurückgeführt 

werden, dass bei vielen der EOBC biologische Marker vorliegen, die mit einer schlechten 
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Prognose einhergehen (Kataoka et al. 2016). Selbst wenn allein TNBC betrachtet wurden, 

ergab sich für jüngere Patientinnen <35 Jahre eine signifikant schlechtere 5-

Jahresüberlebensrate als für Patientinnen im mittleren Alter von 35-50 Jahren oder ältere 

Patientinnen >60 Jahre. Dieses Ergebnis macht deutlich, dass beim EOBC eine erhöhte 

Therapieresistenz vorliegt, die unabhängig von den bisher verwendeten molekularen Markern 

ist. 

Um die Heilungsschanzen für den EOBC zu erhöhen, müssen neue gezielte Therapien 

entwickelt werden. Dies setzt voraus, dass man für den jeweiligen Tumor den Treiber und 

damit das entsprechende Taget kennt. Aktuell werden vor allem zirkulierende Tumormarker 

im Serum getestet sowie auch umfangreiche genetische Analysen durchgeführt (De Silva et 

al. 2019). Ein gravierender Nachteil der genetischen Analysen ist allerdings, dass damit zwar 

die jeweilige Mutation detektiert werden nicht aber deren funktionelle Relevanz. Dies auch 

deshalb von Bedeutung, da für bestimmte Gene bestimmte Mutationen je nach Prozess zu 

ganz unterschiedlichen Konsequenzen führen können (Dungrawala et al. 2017, Pathania et 

al. 2014).   

4.2 DNA-Fiber Assay 
Mit dem DNA-Fiber Assay steht eine Methode zur Verfügung, die es ermöglicht, das 

Replikationsverhalten von Zellen umfassend zu bestimmen (Biber und Wiesmüller 2021, 

Quinet et al. 2017). Störungen in den verschiedenen Phasen der Replikation können dabei 

auch direkt oder indirekt auf Defekte in der Homologen Rekombination oder der 

Zellzykluskontrolle hinweisen (siehe Kap. 1.3). Damit können mit Hilfe des DNA-Fiber Assays 

detailliert verschiedene Ursachen der genomischen Instabilität erkannt. Dies wurde bereits für 

eine große Zahl unterschiedliche Zellarten wie normale Fibroblasten, MEF, lymphoblastoide 

Zellen und vor allem zahlreiche Tumorzelllinien demonstriert (Biber und Wiesmüller 2021, 

Quinet et al. 2017). 

In dem Labor für Strahlenbiologie & Experimentelle Radioonkologie an der 

Universitätsklinik Hamburg-Eppendorf ist der DNA-Fiber Assay seit vielen Jahren etabliert und 

es konnten bereits zahlreiche wichtige Erkenntnisse damit erarbeitet werden. So wurde für die 

Osteosarkomzelllinie U2OS gemessen, dass nach DNA-Schädigung mit verschiedenen 

Agentien eine ausgeprägte CHK1 Phosphorylierung mit einer unterdrückten Initiation der 

DNA-Replikation korreliert (Parplys et al. 2012) und, dass mit zunehmender RAD51 

Expression die Elongationsrate dieser Zellen abnimmt (Parplys et al. 2015). Anhand von 

lymphoblastoiden Zellkulturen konnte erstmalig gezeigt werden, dass ein heterozygoter 

PALB2-Mutationsstatus zum vermehrten Feuern von Replikationsursprüngen sowie einer 

verkürzten Distanz zwischen den Replikationsgabeln führt (Nikkilä et al. 2013). Diese Daten 
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weisen damit auf einen neuen Mechanismus, wie eine Haploinsuffizienz in einem an der 

Homologen Rekombination beteiligten Gen eine vermehrte genomische Instabilität bewirken 

kann. Für Zelllinien von TNBC wurde gefunden, dass sich dieser Status nicht auf die 

Elongationsrate auswirkt, wohl aber ein vermehrtes Feuern der Replikation auslöst (Rieckhoff 

et al. 2020) und, dass nur bei MMC-resistenten TNBC eine CHK1-Inhibition zu vermehrtem 

Replikationsstress führt (Meyer et al. 2020). Für Tumorlinien unterschiedlicher Entität wurde 

zudem gefunden, dass eine Mutation in KRAS mit einer verminderten Elongationsrate 

einhergeht (Al Zubaidi et al. 2021). Insgesamt verfügt damit das Labor über eine lange und 

kompetente Erfahrung bezüglich des DNA-Fiber Assays. 

4.3 Hamburg Studie 
Mit der Studie wurde erstmalig für junge und ältere Brustkrebspatientinnen das 

Replikationsverhalten anhand stimulierter Lymphozyten untersucht. Entsprechende 

Untersuchungen an Lymphozyten wurden bisher noch nicht am Labor durchgeführt und liegen 

auch ansonsten nicht vor, so dass mit dieser Studie gänzlich neue Erkenntnisse erarbeitet 

wurden. 

Die Studie wurde insgesamt an 105 jungen (<45 Jahre) sowie 101 älteren (>60 Jahre) 

Brustkrebspatientinnen durchgeführt. Den Patientinnen wurde jeweils 9 ml peripheres Blut 

entnommen und nach Isolierung der Lymphozyten und deren Stimulation durch PHA das 

Replikationsverhalten mittels des DNA-Fiber Assays bestimmt. 

4.3.1 Elongationsrate  

Für jede der Patientin wurde zur Bestimmung der Elongationsrate mindestens 100 Fiber 

ausgewertet und daraus der jeweilige Mittelwert berechnet. Bei Auftragung aller Werte ergibt 

sich für die Elongationsraten sowohl für jüngere als auch ältere Patientinnen jeweils eine breite 

Verteilung (Abb. 10). Diese Verteilung spiegelt die Variation der Elongation für eine einzelne 

Patientin wider. Im Mittel zeigte sich hierbei für die jüngeren Patientinnen mit einem 

MW=0,74±0,14 kb/min eine etwas geringere Elongationsrate als für die älteren Patientinnen 

mit MW=0,76±0,16 kb/min, was aber statistisch nicht signifikant war (P=0,294). Eine 

detaillierte Betrachtung dieser Daten mit Aufteilung auf ein niedriges bzw. hohes Quartil mit 

jeweils 25% sowie einer mittleren Gruppe mit 50% der Werte ergibt sich jedoch ein markanter 

Unterschied. Hier wurde für das obere Quartil ein klarer Unterschied zwischen den beiden 

Gruppen gefunden (Abb. 11). Dabei wiesen die jüngeren Patientinnen mit 0,91±0,06 kb/min 

eine signifikant (P=0,017) langsamere Elongationsrate auf als die älteren Patientinnen mit 

0,95±0,07 kb/min. Diese Daten zeigen damit, dass in den Lymphozyten der älteren 

Patientinnen die Elongationsrate z.T. sehr hohe Werte erreichen können, was aber nur in 

eingeschränktem Maße bei den jüngeren Patientinnen der Fall ist. So wurde bei den jüngeren 
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Patientinnen nur dreimal eine Elongationsrate von mehr als 1 kb/min gemessen. Im Gegensatz 

dazu wurde dies für sieben der älteren Patientinnen beobachtet. Offensichtlich liegen bei den 

jüngeren Patientinnen Einschränkungen vor, die eine besonders schnelle und damit 

ungestörte Replikation behindern. 

Die Elongationsraten, wie sie in dieser Studie gemessen wurden, liegen in dem Bereich 

von 1-3 kb/min, wie sie auch in anderen Untersuchungen mit Hilfe des DNA-Fiber Assays 

bestimmt wurden (Tab. 8). 
Tab. 8: Elongationsraten bei Nachweis mittels DNA-Fiber Assay 

Zellen Ursprung Elongationsrate 
kb/min ±SD/SEM* 

Referenz 

Lymphozyten Brustkrebspatien-
tinnen < 45 Jahre 
Brustkrebspatien-
tinnen > 60 Jahre 

0,74 ±0,14 
 

0,75 ±0,15 

diese Studie 

HeLa Zervixkarzinom Mensch 1,7 ±0,3 (Jackson und Pombo 
1998) 

DT40 
      ″                 CHK1-/- 

Hühner  1,0 - 1,3 
0,5 - 0,7 

(Petermann et al. 2006) 

Keratinozyten 
IC1 Plattenepithelkarz. 

Mensch 1,46 ±0,81 
1,67 ±0,72 

(Conti et al. 2007) 

V79 
      ″              BRCA2 def. 
      ″               RAD51 def. 

Hamster 1,04 ±0,04 
0,77 ±0,03 
0,83 ±0,02 

(Daboussi et al. 2008) 

HeLa Zervixkarzinom 
      ″                 MCM2 KO 
      ″                 MCM3 KO 

Mensch 0,79 
0,80 
0,74 

(Ibarra et al. 2008) 

U2OS Osteosarkom Mensch 0,77 ±0,01  (Parplys et al. 2012) 
Lymphoblastoide Zellen 
      ″               PALB2 mut. 

Mensch 1,11 
1,02 

(Nikkilä et al. 2013) 

VC-8 
      ″              BRCA2 def. 

Hamster 1,77 
1,47 

(Wilhelm et al. 2014) 

U2OS Osteosarkom 
      ″      RAD51 überexpr. 

Mensch 0,82 ±0,01 
0,69 ±0,01 

(Parplys et al. 2015) 

HeLa Zervixkarzinom 
      ″      CDC45 überexpr. 

Mensch 1,00 ±0,36 
0,39 ±0,15 

(Köhler et al. 2016) 

Immort. Fibroblasten 
      ″        HRAS überexpr. 

Mensch 0,9 ±0,1 
0,5 ±0,1 

(Kotsantis et al. 2016) 

U2OS Osteosarkom 
      ″                   TP53 del. 
HCT116 Kolonkarzinom 
      ″                 MDM2 del. 

Mensch 
 
Mensch 

1,9 ±0,2 
1,6 ±0,2 
1,3 ±0,2 
1,1 ±0,3 

(Klusmann et al. 2016) 

TKO-Bcl2 MEF 
      ″                    TP53 KO 

Maus 1,66 
1,37 

(Benedict et al. 2018) 

U2O2 Osteosarkom 
      ″             TOPBP1 mut 

Mensch 1,0 
0,4 

(Sokka et al. 2018) 

TNBC               viel PTEN 
      ″              wenig PTEN 

Mensch 1,04 
0,74 

(Rieckhoff et al. 2020) 

div. Tumorzellen KRAS wt 
      ″                  KRAS mut 

Mensch 0,80 ±0,23 
0,47 ±0,20 

(Al Zubaidi et al. 2021) 

* MW ±Standardabweichung (SD) oder Standardfehler des Mittelwerts (SEM) 
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Um die Elongationsrate zu ermitteln, werden die mit CldU und IdU markierten Stränge mit 

Hilfe eines Softwareprogrammes ausgemessen, wofür in dieser Arbeit das Programm ImageJ 

Plug-In Segmented lines verwendet wurde. Diese Werte können dann mit Hilfe eines Faktors 

in kb umgerechnet werden. In dieser Arbeit wurde dafür der Umrechnungsfaktor von Jackson 

und Pombo verwendet, wonach 1 μm ≙ 2,59 kb entspricht (Jackson und Pombo 1998). Hierbei 

wird der jeweilige Vergrößerungsmaßstab des Mikroskops berücksichtigt. In den in Tab. 9 

zusammengefassten Arbeiten wurde neben diesem Faktor auch andere Werte verwendet, 

bzw. sind nicht angegeben, so dass ein Teil der Variation auch auf Unterschiede im 

Umrechnungsfaktor zurückzuführen sein könnte. 

Die Zusammenstellung der Werte in Tab. 2 macht auch deutlich, wie sich jeweils Defekte 

bzw. Fehlregulation bestimmter Gene, die an der HR, der Replikation oder der Zellzyklus-

regulation beteiligt sind, auf die Elongationsrate auswirken. Ein Knockdown oder ein Defekt in 

Genen wie BRCA2, RAD51, PALB2 und PTEN, die alle an der HR beteiligt sind, bewirkte im 

Mittel nur eine geringe Abnahme der Elongationsrate um 10 bis maximal 30% (Daboussi et al. 

2008, Nikkilä et al. 2013, Parplys et al. 2015, Rieckhoff et al. 2020, Wilhelm et al. 2014). 

Für HRAS und KRAS, über die Zellen ihre Proliferation regeln, wurde bei Fehlregulation 

jeweils eine deutliche Reduktion der Elongationsrate festgestellt (Al Zubaidi et al. 2021, 

Kotsantis et al. 2016), ähnlich wie für die Checkpoint-Kinase CHK1 (Petermann et al. 2006). 

Dagegen wurde für das ebenfalls an der Zellzykluskontrolle beteiligte TP53 bei einer Mutation 

oder einem Ausschalten nur eine moderate Abnahme beobachtet (Benedict et al. 2018, 

Klusmann et al. 2016). Ähnliches gilt für MDM2, welches ein Antagonist von TP53 ist 

(Klusmann et al. 2016). 

Eine besonders starke Reduktion der Elongation von 60% zeigt sich bei Fehlregulation 

von zwei unmittelbar an der Replikation beteiligten Genen wie CDC45 und TOPBP1 (Köhler 

et al. 2016, Sokka et al. 2018). Dagegen wurde für die ebenfalls an der Replikation beteiligten 

Gene MCM2/3 bei einem Knockdown keine oder nur sehr geringe Abnahme der 

Elongationsrate gemessen (Ibarra et al. 2008). 

Insgesamt zeigen diese Daten, dass nicht nur die unmittelbar an der Replikation 

beteiligten Gene sich negativ auf die je nach Gen große Unterschiede gefunden. Aufgrund 

dieser Daten wäre es für eine weitere Analyse sinnvoll, sowohl bei den jüngeren als auch den 

älteren Patientinnen vor allem diejenigen detailliert zu untersuchen, die sich jeweils in dem 

Quartil mit der niedrigen Elongationsrate befanden (Abb. 11, jeweils Gruppe mit niedrigen 

Werten). Hier sollte mittels gezielter Sequenzierungstechniken überprüft werden, welche 

Mutationen insgesamt in den Genen dieser Patientinnen vorliegen, die an den oben drei 

aufgeführten Prozessen beteiligt sind und welche Mutationen vermehrt bei den jüngeren 

Patientinnen auftreten.  
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4.3.2 Aktivierung von ruhenden Replikationsursprüngen 

Für die Gruppe der jungen (<45) sowie der älteren (>60) Brustkrebspatientinnen wurde 

anhand der stimulierten Lymphozyten ebenfalls das Aktivieren ruhender Replikationsgabeln 

bestimmt. Hierbei wurden sowohl Replikationsursprünge 1. als auch 2. Ordnung ausgewertet 

(Abb. 12 und 13). Bei der Zusammenfassung beider Datensätze ergab sich ein klarer 

Unterschied zwischen den untersuchten Kohorten mit einem signifikant (P=0,0015) höheren 

Prozentsatz an Replikationsursprüngen in den Lymphozyten der jüngeren Patientinnen 

(23,9±5,5 % vs. 22,0±5,3 %). Bei einer detaillierten Auswertung durch Auftrennung auf Quartile 

ergibt sich, dass diese Signifikanz vor allem auf den Unterschieden in dem hohen Quartil und 

der mittleren Gruppe, in dem das 2. und 3. Quartil zusammengefasst wurden, beruhte (Abb. 

14). Hier wurden jeweils für die jüngeren Patientinnen höhere Mittelwerte gefunden als für die 

älteren Patientinnen. Dieser Unterschied bedeutet, dass während der Markierungszeit von 

insgesamt 40 Minuten in den Lymphozyten der jüngeren Patientinnen häufiger eine 

Replikation gestartet wurde als in den Lymphozyten der älteren Patientinnen. 
 
Tab. 9: Häufigkeit für Replikationsursprünge 1. und 2. Ordnung bei Nachweis mittels DNA-Fiber 

Assay 

Zellen Ursprung Häufigkeit (%) für  
1. und 2. Ordnung 

±SD* 

Referenz 

Lymphozyten Brustkrebspatien-
tinnen < 45 Jahre 
Brustkrebspatien-
tinnen > 60 Jahre 

23,9 ±5,5 
 

22,0 ±5,3 

diese Arbeit 

U2OS Osteosarkom Mensch 24,7  (Parplys et al. 2012) 
Lymphoblastoide Zellen 
      ″               PALB2 mut. 

Mensch 11,8 ±4,1 
21,7 ±4,7 

(Nikkilä et al. 2013) 

B-Zellen 
      ″          MYC überexpr. 

Maus 16,0 ±1,5 
1,5 ±0,6 

(Srinivasan et al. 
2013) 

H1299  
      ″         MDM2 überepr. 

Mensch 14 
5 

(Frum et al. 2014) 

U2OS Osteosarkom 
      ″      RAD51 überexpr.  

Mensch 9 
17 

(Parplys et al. 2015) 

Lungenzellen     TP53wt 
      ″                   TP53 -/- 
      ″                   TP53 mut 

Maus 1,2 – 1,2 
3,1 – 3,5 
6,6 – 8,3 

(Singh et al. 2017) 

TKO-Bcl2 MEF 
      ″                   TP53 KO 

Maus 33 ±3 
33 ±5 

(Benedict et al. 2018) 

U2O2 Osteosarkom 
      ″             TOPBP1 mut 

Mensch 19 ±3 
30 ±2 

(Sokka et al. 2018) 

TNBC               viel PTEN 
      ″              wenig PTEN 

Mensch 19 
24 

(Rieckhoff et al. 
2020) 

div. Tumorzellen KRAS wt 
      ″                  KRAS mut 

Mensch 22 ±2 
31 ±3 

(Al Zubaidi et al. 
2021) 

* MW ±Standardabweichung (SD) oder Standardfehler des Mittelwerts (SEM) 

In Tab. 9 sind die Häufigkeiten für die Replikationsursprünge zusammengefasst, wie sie 
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bisher in der Literatur veröffentlicht wurden. Je nach Studie schwanken diese Werte erheblich. 

Dies kann z.T. auf der je nach Protokoll unterschiedlichen Länge der Markierungszeit 

begründet sein.  

Die Zusammenstellung macht vor allem deutlich, wie sich bestimmte Gene jeweils auf 

das Feuern der Replikationsgabeln auswirken. Dabei wird beobachtet, dass sich sowohl eine 

Zunahme als auch eine Abnahme ergeben kann. Generell wird eine Zunahme und damit 

vermehrtes Aktivieren der Replikationsgabeln beobachtet, wenn Gene der Homologen 

Rekombination dereguliert wurden, wie für PALB2, RAD51 und PTEN gezeigt (Nikkilä et al. 

2013, Parplys et al. 2015, Rieckhoff et al. 2020). Ein vermehrtes Aktivieren wurde ebenfalls 

gemessen, wenn mutiertes TOPBP1 vorliegt, was die Aktivierung von ATR behindert (Sokka 

et al. 2010), oder wenn eine Mutation in TP53 existiert (Singh et al. 2017). 

Dagegen wurde ein vermindertes Aktivieren von Replikationsgabeln festgestellt, wenn die 

beiden Onkogene MYC und MDM2 überexprimiert waren (Frum et al. 2014, Srinivasan et al. 

2013). In Übereinstimmung damit zeigen auch mehrere Übersichtsarbeiten, dass bei 

Aktivierung von Onkogenen in der Regel ein vermindertes Feuern von Replikationsgabeln 

vorliegt (Kotsantis et al. 2018, Primo und Teixeira 2019, Qiu et al. 2018).  

Diese Daten könnten damit ein Hinweis darauf sein, dass das erhöhte Aktiveren der 

Replikationsgabeln, wie es für die Lymphozyten von jüngeren Brustkrebspatientinnen 

gefunden wurde, nicht auf eine genetisch bedingte vermehrte Aktivität von Onkogenen 

zurückgeführt werden kann, sondern andere Ursachen haben muss.  

Allerdings wurde für einige wenige Onkogene wie KRAS auch ein vermehrtes Starten von 

Replikationsgabeln berichtet (Al Zubaidi et al. 2021). Es wird ebenfalls darauf hingewiesen, 

dass für viele der 803 bisher identifizierten Onkogene noch keine Information darüber vorliegt, 

wie sie sich auf die Replikation auswirken (Kotsantis et al. 2018). 

4.3.3 Beziehung zwischen Elongation und Replikationsstart 

Für die Lymphozyten der jüngeren als auch der älteren Brustkrebspatientinnen wurde 

jeweils eine schwache, aber dennoch hoch-signifikante Beziehung zwischen der 

Elongationsrate und der Häufigkeit für Replikationsursprünge gefunden (Abb. 15). Für beide 

Gruppen zeigt sich dabei eine positive Assoziation. D.h. mit steigender Elongationsrate nimmt 

im Mittel auch die Häufigkeit für einen Replikationsursprung zu. Diese Zunahme ist für die 

Lymphozyten der jüngeren Patienten etwas steiler als für die älteren Patientinnen. Dieser 

Unterschied wird noch deutlicher, wenn nicht die Gesamtzahl aller Werte betrachtet wird, 

sondern allein die Mittelwerte der drei gebildeten Untergruppen mit dem niedrigen und hohen 

Quartil sowie der mittleren Gruppe (Abb. 16). Für die untere Gruppe mit den niedrigen 

Elongationsraten zeigt sich für junge Patientinnen nur eine geringfügig höhere Häufigkeit der 

Replikation. (Kreise in Abb. 16). Für die Gruppe mit den mittleren Elongationsraten ist dieser 
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Unterschied in der Replikationshäufigkeit bereits etwas größer (Quadrate in Abb. 16). Bei der 

Gruppe mit den hohen Elongationsraten zeigt sich dagegen ein klarer Unterschied mit etwa 

2,5% mehr Replikationsursprüngen in den Lymphozyten der jungen Brustkrebspatientinnen 

als in den Lymphozyten der älteren Patientinnen (Dreieck in Abb. 16). Bei Extrapolation auf 

eine gleich hohe Elongationsrate würde sich sogar ein Unterschied von 5% ergeben. Damit 

weisen diese Darstellung der Daten noch einmal daraufhin, dass in den Lymphozyten der 

jungen Patientinnen bei gleicher Elongationsrate deutlich häufiger eine neue 

Replikationsgabel gestartet wird. In den Lymphozyten der jungen Brustkrebspatientinnen 

müssen somit genetische Veränderungen vorliegen, die eine geringe Verlangsamung der 

Elongationsrate bewirken bei gleichzeitiger Kompensation durch ein erhöhtes Feuern von 

Replikationsgabeln. 

Dies entspricht dem Phänotyp, der generell beobachtet wird, wenn genetische Defekte in 

der Homologen Rekombination oder der Zellzykluskontrolle vorliegen, wie sie in den Tab. 8 

und 9 aufgelistet wurden. Hier zeigte sich bei einem Defekt in PALB2, RAD51, PTEN oder 

TP53 einerseits eine verminderte Elongationsrate, welche die jeweiligen Zellen durch ein 
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Abb. 16: Assoziation zwischen der Elongationsrate und der Häufigkeit für einen 
Replikationsursprung 1. und 2. Ordnung in den Lymphozyten von jungen und älteren 
Brustkrebspatientinnen 
Die gemittelten Elongationsraten der unteren (u), mittleren (m) und hohen (h) Gruppe aus Abb. 9 
aufgetragen gegen die jeweilige mittlere Häufigkeit für Replikationsursprünge 1. und 2. Ordnung aus 
Abb. 14. MW ±SD. 
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vermehrtes Feuern von Replikationsgabeln versuchen zu kompensieren (Nikkilä et al. 2013, 

Parplys et al. 2015, Rieckhoff et al. 2020, Singh et al. 2017).  

Damit könnten die Daten der Hamburger Studie erstmalig ein Hinweis darauf ergeben, 

dass bei den jungen Brustkrebspatientinnen genetische Veränderungen in der Homologen 

Rekombination oder der Zellzykluskontrolle vorliegen, die zu diesem abweichenden Verhalten 

der Lymphozyten führen. Mit diesem Ergebnis wird ebenfalls gezeigt, dass die umfassende 

Analyse des Replikationsverhaltens an Lymphozyten Hinweise über die möglichen Ursachen 

einer Krebserkrankung geben kann.    

4.4 Ausblick 
Ziel der Hamburger Studie ist es, durch Bestimmung des Replikationsverhaltens der 

Lymphozyten von jungen Brustkrebspatientinnen weitere Gene zu identifizieren, die an der 

Entstehung von Brustkrebs bei jungen Frauen beteiligt sind. Wie die hier dargestellten Daten 

zeigen, deutet das abweichende Replikationsverhalten in den Lymphozyten an, dass hierfür 

vor allem Gene in der Homologen Rekombination sowie der Zellzykluskontrolle in Frage 

kommen. Hier sollte die geplante Sequenzierung der entsprechenden Gene weitere 

Information liefern. Im Rahmen dieses Projekts wurde dafür bereits die Isolierung der DNA 

durchgeführt. 

Aufbauend auf diesen Daten kann dann langfristig ein Analysesystem bestehend aus 

funktionellen Tests wie dem DNA-Fiber Assay sowie genetischen Tests entwickelt werden, 

welches es ermöglicht, für eine junge Frau bei einem befürchteten Risiko für Brustkrebs, dass 

tatsächliche Risiko zu bestimmen. Gleichzeitig bietet dieser Ansatz die Möglichkeit, 

entsprechende Therapien individuell zu entwickeln.     
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5. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

ABRAXAS1 BRCA1 A complex subunit abraxas 1 
altNHEJ Alternatives non-homologous end joining 
ATM  Ataxia-telangiectasia mutated 
BARD1 BRCA1 Associated RING Domain 1 Protein 
BRCA1 Breast cancer susceptibility gene 1 
BRCA2 Breast cancer susceptibility gene 2 
BRCC36 BRCA1/BRCA2-Containing Complex, Subunit 3 
BRCT  BRCA1 C Terminus Domäne 
BRIP1  BRCA1-interacting protein C-terminal helicase 1 
bzw.  Beziehungsweise 
ChAM  Chromatin association motif 
CDK1  Cyclin-dependent kinase 1 
CDK2  Cyclin-dependent kinase 2  
CldU  Chlordesoxyuridin  
CT  Computertomographie 
CtIP  CtBP-interacting protein 
DBD  DNA-Bindungsdomäne 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
DNA-PKcs  DNA-Dependent Protein Kinase Catalytic Subunit 
DSB  DNA-Doppelstrangbruch 
DSS1  Deleted in split-hand/split-foot syndrome 
et al.  Und andere 
FANCM Fanconi anemia, complementation group M 
ggf.  Gegebenenfalls 
Gy  Gray 
H2O  Wasser 
HCL  Chlorwasserstoff 
Her2  Human epidermal growth receptor-2 
HR  Homologe Rekombination 
HU  Hydroxyurea 
IdU  Iododesoxyuridin 
kb/m  Kilobasen pro Minute 
Ki-67  Nukleäres Protein und Proliferationsmarker Ki-67 
Ku70/80 Heterodimerkomplex aus XRCC6 und XRCC5 
Ku80  Proteinprodukt des XRCC5 Gens 
LumA  Luminal-A 
LumB  Luminal-B 
MERIT40  Teil des RAP80 Komplexes (ABRAXAS1, MERIT40, BRCC45, BRCC36) 
METABRIC Molecular Taxonomy of Breast Cancer International Consortium 
min  Minuten 
MORF4L1 Mortality Factor 4 Like 1 Gen 
MRE11 DNA-Doppelstrangbruch Protein MRE11 
MRN  Komplex aus Mre11, Rad50 und NBS1  
MRT  Magnetresonanztomographie 
mut  Mutiert 
NA  Nicht verfügbar 
NC  Nicht klassifiziert 
Nbs1  Nibrin, Proteinprodukt des NBN Gens 
NHEJ   Non-homologous end joining 
mRNA  Messenger RNA (ribonucleic acid) 
PALB2  Partner and localizer of BRCA2  
PARP   Poly ADP ribose polymerase 
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PIKK   PI3-kinase-related protein kinase 
Rad50  DNA repair protein RAD50 
RAD51 Gen, welches das DNA-Reparaturprotein Rad51 kodiert  
RAP80  Receptor-associated protein 80 
SCD  SCD, SQ/TQ cluster domain 
ssDNA  Single strand DNA, DNA-Einzelstrang 
SEM  Standard error of the mean, Standardfehler des Mittelwerts 
S-Phase Synthesephase des Zellzyklus 
TOPBP1 DNA topoisomerase 2-binding protein 1 
TCGA  The Cancer Genome Atlas 
UICC  Union international contre le cancer 
XLF  XRCC4-like factor 
XRCC2  X-Ray Repair Cross Complementing 2 
WD40  Interaktionsdomäne eukaryotischer Proteine 
WT  Wildtyp 
μl   Mikroliter 
µm  Mikrometer 
μM   Mikromolar 
°C   Grad Celsius 
%  Prozent 
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