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Zusammenfassung

Krebserkrankungen zahlen zu den haufigsten Todesursachen im Kindesalter. Wahrend bei
Erwachsenen Faktoren des allgemeinen Lebensstils wesentlich zur Tumorentstehung beitra-
gen, spielen sie bei Kindern eine deutlich geringere Rolle. Frihere Studien zeigten bei 5-10%
der padiatrischen Patient*innen eine pathogene oder wahrscheinlich pathogene Keimbahn-
veranderung auf Einzelnukleotid-Ebene. Die Bedeutung von strukturellen Varianten (SVs) in
diesem Kontext blieb bisher unklar.

In dieser Arbeit wurde mittels Optischer-Gesamt-Genomkartierung das Genom von 29 an
Krebs erkrankten Kindern mit auffalligem klinischen Phanotyp oder auffalliger Anamnese, je-
doch ohne nachweisbare pathogene Einzelnukleotidvariante (SNV) oder Insertion/Deletion
von <50 bp Lange (indel) untersucht.

Soweit mdglich, wurden auch Elternproben analysiert. Insgesamt wurden 67 Proben (7 Einzel-
Analysen, 6 Duo-Analysen, 16 Trio-Analysen) ausgewertet, SVs mittels Polymerasekettenre-
aktion (PCR) und Einzelnukleotidpolymorphismen-Array (SNP-Array) validiert und Genexpres-
sionsanalysen durchgefihrt.

Es wurden 1534 SVs identifiziert (im Mittel 53 + 21,8 SVs pro Fall): 60,5% Deletionen, 35,4%
Insertionen, 3,8% Duplikationen und 2 Inversionen. 90,9% waren heterozygote Varianten und
4 de novo entstanden. Die Mehrheit war intergenisch (54,2%) oder intronisch (19,7%) lokali-
siert. 26,0% Uberlappten potentiell mit kodierenden Exonen. 13 SVs betrafen bekannte Krebs-
pradispositionsgene (KPG), ohne als pathogen eingestuft zu werden.

Bei einem Kind mit atypischem teratoiden/rhabdoiden Tumor (ATRT) und FuBmalformationen,
passend zum klinischen Phanotyp des Rubinstein-Taybi-Syndroms, wurde eine Insertion im
zweiten Intron des CREBBP-Gens identifiziert. Diese wurde nach weiterfihrenden Untersu-
chungen als wahrscheinlich benigne eingeschatzt.

Darlber hinaus wurden einige interessante SVs in Kandidatengenen detektiert, die potentiell
neuen KPGs entsprechen. Dazu zahlen eine Deletion im MSR7-Gen im Genom von zwei
Schwestern mit einem Astrozytom bzw. Hodgkin-Lymphom, eine Deletion eines DKK71-Enhan-
cers bei einer Patientin, die an einem SHH-aktivierten Medulloblastom erkrankt war, sowie
eine SPRED1-Enhancer-Deletion bei einem Kind mit Optikusgliom und Café-au-lait-Flecken.

Dieses Projekt erweitert das Untersuchungsspektrum der pradisponierenden genetischen
Keimbahnveranderungen um strukturelle Veranderungen und tragt somit zum Verstandnis der
genetischen Grundlage von Krebserkrankungen bei. Es wurden neue potentielle KPGs detek-
tiert. Dies hat Relevanz fur die zukunftige Diagnostik und Therapie von Krebserkrankungen im

Kindes- und Jugendalter.



Abstract

Cancer is one of the most common causes of death in children. While environmental factors
play a significant role in the development of tumors in adults, their role is less significant in
children. Previous studies have shown that 5—10% of pediatric patients have a pathogenic or
likely pathogenic germline mutation at the single nucleotide level. The significance of structural
variants (SVs) in this context has remained unclear.

In this study, the genomes of 29 children with cancer and a striking clinical phenotype or
medical history, but without detectable pathogenic single nucleotide variants (SNVs) or
insertions/deletions (<50 bp in length, indels), were examined using Whole Genome Optical
Mapping. Where possible, parental samples were also analyzed. A total of 67 samples (7
single, 6 duo and 16 trio analyses) were evaluated, SVs were validated using PCR and single
nucleotide polymorphism arrays (SNP arrays), and gene expression analyses were performed.
A total of 1534 SVs were identified (an average of 53 + 21.8 SVs per case): 60.5% deletions,
35.4% insertions, 3.8% duplications, and 2 inversions. 90.9% were heterozygous variants and
4 were de novo. The majority were located intergenically (54.2%) or intronically (19.7%). 26.0%
potentially overlapped with coding exons. 13 SVs affected known cancer predisposition genes
(CPGs) without being classified as pathogenic.

In a child with atypical teratoid/rhabdoid tumor (ATRT) and foot malformations consistent with
the clinical phenotype of Rubinstein-Taybi syndrome, an insertion was identified in the second
intron of the CREBBP gene. Following further investigation, this was assessed as likely to be
benign.

In addition, some interesting SVs were detected in candidate genes that potentially correspond
to new CPGs. These include a deletion in the MSR1 gene in two sisters with astrocytoma and
Hodgkin's lymphoma, a deletion of an enhancer of the Wnt inhibitor DKK7 in a patient with
SHH-activated medulloblastoma, and a SPRED1 enhancer deletion in a child with optic glioma
and café-au-lait spots.

This project expands the range of investigations into predisposing genetic germline mutations
to include structural variants, thereby contributing to our understanding of the genetic basis of
cancer. New potential CPGs have been detected. This is relevant for the future diagnosis and

treatment of cancer in children.
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wendet. Ebenso gilt KPS flr Krebspradispositionssyndrom, den Genitiv (eines Krebspra-
dispositionssyndroms) und KPSs fiur den Plural (Krebspradispositionssyndrome). Fir
strukturelle Variante wurde die Abklrzung SV und fur die Mehrzahl (strukturelle Varianten)

SVs gewahlt.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Krebserkrankungen

Krebserkrankungen sind durch ein abnormales Wachstum und die unkontrollierte Proliferation
transformierter Zellen definiert und von der Akkumulation multipler genetischer und epigeneti-
scher Veranderungen gepragt. Solide Tumore kdnnen in umgebendes Gewebe infiltrieren und
in andere Bereiche des Koérpers streuen. Unbehandelt verlaufen sie letal (1, 2). Kapitel 1.1.3
beleuchtet die Mechanismen, durch die sich Krebszellen von gewdhnlichen Zellen unterschei-
den.

Krebserkrankungen von Erwachsenen und Kindern unterscheiden sich in ihren Ursachen, ih-
rer Biologie und ihren Behandlungsansatzen. Wahrend bei Kindern eine genetische Veranla-
gung naheliegt und die Tumore haufig aus sich falsch entwickelnden Geweben entstehen, sind
Krebserkrankungen von Erwachsenen mit dem Alter, Lebensstil und Umwelteinflliissen asso-
ziiert. Man geht u. a. davon aus, dass Tumorzellen im Kindesalter durch eine Blockade der
normalen Entwicklungsreife in einem unreifen, undifferenzierten Zustand verharren, was sie
resistenter gegeniber herkdmmlichen Therapien macht. Im Gegensatz dazu entsteht Krebs
bei Erwachsenen eher durch die Anhaufung genetischer Schaden in alternden Zellen (3, 4).
Weltweit erkranken ca. 430000 Kinder und Jugendliche im Alter von 0 bis 19 Jahren jahrlich
an Krebs (5). Die altersstandardisierte Inzidenzrate der 0—14-Jahrigen lag 2020 global bei 10,5
und in Nationen mit hohem Einkommen hoher als in Landern mit mittlerem oder niedrigem
Einkommen (6). Die Seltenheit maligner Erkrankung in diesen Altersgruppen bestatigt die be-
stehenden Erklarungsansatze der Karzinogenese bei Erwachsenen. Demnach akkumulieren
genetische Veranderungen im Laufe der Zeit in Abhangigkeit von Umweltfaktoren (7). Die ku-
mulative 5-Jahres-Uberlebensrate aller Kinder und Jugendlichen mit Krebserkrankungen liegt
in LAndern mit hohem Einkommen bei >80%, wahrend sie in Nationen mit mittlerem oder nied-
rigem mittleren Einkommen <30% ist. Ziel der Weltgesundheitsorganisation bis 2030 ist ein 5-
Jahres-Uberleben von 60% fir alle Kinder weltweit (5, 8).

In der Behandlung von Krebserkrankungen des Kindesalters muss auf eine Optimierung der
Dosierung geachtet werden (4). Es stehen weniger etablierte Therapeutika zur Verfligung (7).
Daruber hinaus stellt sich bei jungen Menschen die Frage nach Langzeitkomplikationen der
Therapie. Sekundare maligne Erkrankungen treten in 8—10% der Kinder auf, die aufgrund ei-
ner Krebserkrankung behandelt wurden (9, 10). AuRerdem kénnen die Nebenwirkungen, z. B.
kognitive Einschrankungen, endokrinologische Stérungen oder Verlust des Horvermogens
nach Radiatio bei ZNS-Tumoren, die Lebensqualitat langfristig beeinflussen. Merchant et al.
beschreiben eine héherer Sensitivitat von Hirntumoren des Kindesalters gegenlber Strahlen-
und Chemotherapie, wobei auch ein erhdhtes Risiko fur langfristige Folgen beobachtet wird
(11). Bei Erwachsenen kann das Risiko sekundarer maligner Erkrankungen und anderer Fol-

geerscheinungen in einigen Fallen zu vernachlassigen sein (7).
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1.1.1 Ursachen von Krebserkrankungen

Es existieren verschiedene Einflisse, die zu einer Krebsentstehung beitragen. Unterschieden
werden elterliche Expositionen und Umweltbedingungen von diversen Faktoren des Kindes,
zu denen u. a. Genetik und Epigenetik, aber auch personliche und verhaltensbezogene Fak-
toren sowie Folgen medizinischer Behandlungen zahlen. Die Akkumulation dadurch entste-
hender genetischer und epigenetischer Veranderungen flhrt zu genetischer Instabilitat und
damit zur Karzinogenese (1).

Keimbahnmutationen in KPGs sind bei Kindern im Vergleich zu Tumoren im Erwachsenenalter
von grofier Bedeutung. Relevant sind insbesondere Krebspradispositionssyndrome (KPSs)
des Kindesalters. Bei Patient*innen mit einem KPS konnte eine erbliche, pathogene
Keimbahnvariante identifiziert werden. Fir einen geringeren Anteil an Krebserkrankungen bei
Kindern und Jugendlichen sind KPSs des Erwachsenenalters verantwortlich (12). Im
Gegensatz zu Krebserkrankungen bei Erwachsenen zeigen sich in malignen Erkrankungen
des Kindesalters weniger somatische Mutationen. Zuletzt wurden zudem immer mehr
Erkenntnisse Uber die Rolle der Epigenetik in der Krebspradisposition publiziert (13).

Im Erwachsenenalter bedingen exogene Faktoren 80-90% der malignen Erkrankungen, die
meist durch bestimmte Verhaltensweisen der betroffenen Personen entstehen. Dazu zahlen
beispielsweise Rauchen, exzessiver Alkoholkonsum, Erndhrung oder ein Risikoverhalten in
Bezug auf Infektionen. Chemische Einflliisse, wie Tabak- und Alkoholkonsum, zahlen zu den
starksten Risikofaktoren fur Krebserkrankungen (14). Das Rauchen von Zigaretten ist mit der
Entstehung mindestens 16 verschiedener Krebsentitdten assoziiert. Kinder von Mattern, die
wahrend der Schwangerschaft Zigaretten rauchten oder dem Zigarettenrauch von Familien-
mitgliedern ausgesetzt waren, hatten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe ein erhdhtes Risiko,
an einem malignen Tumor, insbesondere des ZNS, zu erkranken (14, 15). Ca. 4% der Krebs-
erkrankungen weltweit werden durch Alkoholkonsum verursacht. Es handelt sich insbeson-
dere um maligne Tumoren des Mundes, Halses, Larynx, Osophagus, Kolons, Rektums, der
Mammae und der Leber (16).

Adipositas und ein Mangel an Bewegung sind mit der Entstehung diverser Krebsentitaten des
Erwachsenenalters, beispielsweise kolorektaler und Mamma-Karzinome, assoziiert (14).
Ubergewicht fiihrt zu erhdhten Hormonspiegeln von Ostrogen, Androgenen, Insulin und Insu-
lin-like-Growth-Factor, die das Wachstum von Zellen, auch Tumorzellen, bedingen. Aulderdem
fihren sie zu chronischen, leichten Entziindungsprozessen und oxidativem Stress (17).
Weiterhin besteht ein Zusammenhang zwischen Ernahrung und Krebsentstehung. Es konnte
gezeigt werden, dass der Konsum kalziumreicher Vollkorn- und Milchprodukte einen protekti-
ven Effekt in Bezug auf die Genese kolorektaler Karzinome aufweist. Rotes oder verarbeitetes
Fleisch, Eier und gesifite Getranke zahlen hingegen zu den Lebensmitteln, die mit einem
hohen Risiko fir kolorektale Karzinome einhergehen (18). Ein Mangel an Vitamin A und Eisen

ist mit einer erhéhten Inzidenz von Mundhéhlenkarzinomen assoziiert (14).
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Diskutiert wird auch der Zusammenhang von Erndhrung und Krebsentstehung bei Kindern.
Fur Kinder, die langer als sechs Monate gestillt wurden, konnte ein um 20% reduziertes Risiko
fir Leukamien festgestellt werden. Amitay et al. legten dar, dass der Konsum verarbeiteter
Lebensmittel und der Verzicht auf Gemuse mit einem erhdhten Risiko fur die Entwicklung ha-
matologischer maligner Erkrankungen bei Kindern verbunden ist (19). Ein besonders niedriges
und besonders hohes Geburtsgewicht sind mit dem haufigeren Auftreten von Krebserkrankun-
gen bei Kindern assoziiert (20). Belegt ist, dass Adipositas im Kindes- und Jugendalter mit
einer erhdhten Inzidenz und Mortalitdt maligner Erkrankungen im Erwachsenenalter einher-
geht (21). Unklar bleibt jedoch, ob dieser Zusammenhang auch flr Krebserkrankungen im
Kindes- und Jugendalter besteht. Aulerdem wird der Effekt bestimmter Erndhrungskompo-
nenten auf epigenetische Modifikationen, die wiederum auf fiir Krebserkrankungen pradispo-
nierende Gene einwirken, untersucht. Diese Mechanismen umfassen DNA-Methylierung,
RNA-Interferenz und die Modifikationen von Histonen. Sie sind vererbbar und potentiell rever-
sibel (13).

Auch Infektionen kénnen zur Karzinogenese beitragen. Ein typisches Beispiel stellen Typ-B-
Gastritiden durch Helicobacter pylori dar, die fur Magenkarzinome pradisponieren. Persistie-
rende Infektionen mit sexuell Gbertragbaren humanen Papillomaviren kénnen zu Karzinomen
des Oropharynx und der Anogenitalregion fuhren. Hepatitis-B- und -C-Viren sind mit Hepato-
zelluldren Karzinomen assoziiert (22). Fir Kinder, die gegen karzinogene Viren geimpft sind,
ist ein vermindertes Krebsrisiko belegt. Es scheint zudem einen generellen, protektiven Effekt
von Vakzinen jeglicher Art im Kontext von Krebserkrankungen zu geben (23).

Die frihe Exposition gegentber mikrobiellen Erregern scheint, wie auch Impfungen, einen ge-
nerellen protektiven Effekt in Bezug auf die Krebsentstehung bei Kindern und Jugendlichen zu
haben. Bleiben diese Einflisse jedoch aus, kdnnen spatere Infektionen zur Genese maligner
Erkrankungen bei Kindern beitragen. Ein Modell zur Erklarung der Genese akuter lymphati-
scher Leukamien ist die Zwei-Treffer-Hypothese. Dabei wird ein pranataler erster Treffer, der
durch genetische Prozesse zu einem praleukamischen Klon flihrt, durch ein spateres Ereignis,
z. B. eine Infektion, erganzt (24).

Daruber hinaus bedingen physikalische Faktoren die Genese von Krebserkrankungen. Insbe-
sondere die Exposition gegenlber ionisierender Strahlung erhéht das Risiko, eine hamatolo-
gische oder solide Krebserkrankung zu entwickeln. Computertomographische Untersuchun-
gen im Kindesalter gehen mit einem gesteigerten Risiko einher, an Leukamien und Hirntumo-
ren zu erkranken (25).

Einen weiteren bedeutsamen Risikofaktor stellt UV-Strahlung dar. Die Exposition gegenlber
Sonnenlicht wird mit der Genese von Melanomen und weiteren Hautkrebsentitadten auch bei
Kindern und Jugendlichen in Verbindung gebracht (14).

Betrachtet man elterliche Faktoren, fallen — neben dem o. g. aktiven oder passiven

Rauchverhalten der Mutter wahrend der Schwangerschaft — weitere Merkmale auf. Ein
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fortgeschrittenes mitterliches Alter steht im Zusammenhang mit akuten lymphatischen
Leukamien und diversen soliden Tumoren des Kindesalters. Auch Chromosomenanomalien
treten gehauft bei Kindern alterer Mutter auf. Einige Studien konnten eine Korrelation zwischen
vaterlichem Alter und Non-Hodgkin-Lymphomen herausstellen. Es ist bekannt, dass mit
zunehmendem vaterlichen Alter auch die Anzahl der vererbten Keimbahnvarianten steigt (26).
Diskutiert werden auf’erdem die Einflisse durch Erndhrungsgewohnheiten, Koffeinkonsum,
Medikamenten- und Vitamineinnahme der Mutter wahrend der Schwangerschaft sowie ihre
Exposition gegenuber Pestiziden auf die Krebsentstehung bei Kindern (20). Eine Studie zu
Hirntumoren bei Kindern zeigte eine mdgliche protektive Wirkung der Vitaminsubstitution (26).
Bekannt ist, dass die Nutzung von Diethylstilbestrol, einem synthetischen Ostrogenderivat,
durch die Mutter mit einem erhéhten Risiko flir Vagina- und Zervixkarzinome beiihren Téchtern
assoziiert ist. Hinsichtlich des Effekts von Alkoholkonsum und beruflichen Expositionen der
Eltern auf eine Krebsentsehung bei Kindern divergieren die Studienergebnisse (15).

In verschiedenen Studien zeigte sich ein Einfluss des sozioGkonomischen Status auf die
Krebsentstehung uneindeutig. Der Bildungsgrad der Mutter korrelierte positiv mit der Inzidenz
von ALL, ZNS-Tumoren und Neuroblastomen (27).

Der Einfluss diverser Umweltfaktoren auf die Krebsentstehung bei Kindern wird diskutiert,
darunter Luftverschmutzung, die Exposition gegenuber chemischen Stoffen, Strahlung und
der Wohnort. Fir die Auswirkungen von Luftverschmutzung, z. B. durch Benzol oder
Verkehrsemissionen, sowie elektromagnetischer Felder ist die Studienlage heterogen, sodass
diesbezlglich aktuell keine Schlussfolgerungen gezogen werden kénnen. Eine Assoziation
zwischen dem Wohnort in der Nahe eines Kernkraftwerks und dem Einfluss auf die
Krebsinzidenz von Kindern wurde nur durch eine franzdsische Studie bestatigt. Weitere
Forschungsgruppen konnten diesen nicht reproduzieren. Ein Zusammenhang zwischen
Chemikalien, die durch Renovierungsarbeiten frei werden, und Leukamien bei Kindern wurde
beschrieben. Dartiber hinaus werden einige Pestizide mit malignen Erkrankungen bei Kindern
in Verbindung gebracht (28). Die Exposition von Kindern gegenuber bestimmten Kunststoffen
scheint mit einem erhéhten Risiko fur Krebserkrankungen assoziiert zu sein. Dies wurde bei
Bewohner*innen von Gemeinden untersucht, die an Kunststoffproduktions- und
Abfallentsorgungsanlagen grenzen. Auch bei Kindern mit Wohnsitz in der Umgebung von
Fracking-Anlagen zeigte sich eine erhdhte Inzidenz maligner Erkrankungen, vor allem von
Leukdmien (29). Studien einer spanischen Forschungsgruppe ergaben eine erhdhte Inzidenz
diverser Krebsentitaten bei Kindern, die in der Nahe unterschiedlicher Industriestandorte leben
(28).

Die Identifikation klar ursachlicher Umweltfaktoren ist haufig nur bedingt méglich, da Korrela-
tionen mit den bisher verfiigbaren Fall-Kontroll-Studien nur schwer erhoben werden kénnen.
Hilfreich wéaren prospektive Studienmodelle, die jedoch eine sehr groRe Kohorte umfassen

mussten, um signifikante Aussagen treffen zu kdnnen (20).
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Insgesamt erkranken Jungen haufiger als Madchen und Sauglinge haufiger als altere Kinder
an Krebs (20).

Fur die Uberwiegende Anzahl an Krebserkrankungen des Erwachsenenalters sind exogene
Risikofaktoren verantwortlich. Auch im Kindesalter konnten nicht-genetische Einfliisse ausge-
macht werden, die eine Krebsentstehung begunstigen und weiterer Forschung bedurfen (20).
Sie spielen allerdings eine untergeordnete Rolle. Dies legt die Vermutung genetischer Ursa-
chen nahe (20, 30).

1.1.2 Onkogene und Tumorsuppressorgene

Durch Transkription und Translation entstehen aus Genen Proteine. Gene steuern daher die
Regulation u. a. des physiologischen Zellwachstums, der Apoptose und der Angiogenese auf
unterschiedliche Art und Weise. Treten Veranderungen der Zellregulation auf, kbnnen diese
Funktionen eingeschrankt oder verstarkt sein (31, 32).

Proto-Onkogene, z. B. RAS, stimulieren auf physiologischer Ebene die Zellteilung, das -Uber-
leben, die -Invasion und das -Wachstum. Sie umfassen Wachstumsfaktoren, Transduktoren
zelluldrer Signale sowie nukleare Transkriptionsfaktoren. Sind Proto-Onkogene von einer
Funktion-verstarkenden Mutation (Gain of function), z. B. KRAS, betroffen oder werden sie
durch Varianten im Signalweg vorgeschalteter Gene aktiviert, werden sie als Onkogene be-
zeichnet, fordern eine unkontrollierte Proliferation und damit die Karzinogenese. Zu den ur-
sachlichen Varianten zahlen chromosomale Translokationen, Punktmutationen und Gen-Amp-
lifikationen, welche entweder zu einer veranderten Proteinstruktur oder einer gesteigerten Ex-
pression fuhren (32).

Tumorsuppressorgene, z. B. RB1 und TP53, kontrollieren das Zellwachstum und aktivieren
Reparaturmechanismen der DNA, sind in den Zellzyklus und programmierten Zelltod involviert.
Damit verhindern sie die Entstehung von Neoplasien. Kommt es zu einem Funktionsverlust
(Loss of function) z. B. durch Missense- oder trunkierende Mutationen beider Allele eines Tu-
morsuppressorgens, kann eine maligne Zelle Gberleben und proliferieren (vgl. Abb. 1). Diese
Inaktivierung kann weiterhin durch Silencing des Promotors des Gens erfolgen. Menschen mit
KPSs tragen in allen Zellen des Koérpers eine Keimbahnvariante auf einem Allel eines Tumor-

suppressorgens (31).
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Abb. 1 Steuerung der Zellteilung durch Tumorsuppressor- und Proto-Onkogene
Gegenlibergestellt sind die physiologische und die maligne Zellteilung in Abhangigkeit von der physio-
logischen bzw. durch Mutationen beeinflussten Tumorsuppressor- bzw. Proto-Onkogene. Kommt es
durch eine Mutation zu einem Funktionsverlust eines Tumorsuppressorgens oder einer Funktions-Ver-
starkung eines Proto-Onkogens, verlauft die Zellteilung unkontrolliert und eine Krebserkrankung kann
sich entwickeln. Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. Die Nutzung erfolgt im Einklang mit
der akademischen Lizenzvereinbarung von BioRender.

1.1.3 Hallmarks of Cancer

Die Hallmarks of Cancer beschreiben ein Modell der Karzinogenese zugrunde liegender Prin-
zipien, die bei verschiedensten Krebserkrankungen beobachtet werden (vgl. Abb. 2) (2).
Tumorzellen erhalten proliferative Signalwege aufrecht. Sie generieren eigene Wachstumssig-
nale und sind dadurch unabhangig von externer Stimulation. Sie sind in der Lage, extrazellu-
lare Wachstumssignale, deren transzellulare Transduktion sowie die intrazellularen darauffol-
genden Signalwege zu verandern. Diese Fahigkeit entspricht dem ersten im Jahr 2000 durch
Hanahan und Weinberg publizierten Hallmark (1). Aulterdem sind Tumorzellen unempfindli-
cher gegenuber Wachstums-inhibierenden Signalen z. B. in der G1-Phase des Zellzyklus (2)
und apoptotischen Signalen, die physiologisch den programmierten Zelltod auslésen wirden
(3) (33).

Physiologische Zellen besitzen ein endliches replikatives Potential, da in jedem Zellzyklus
genetisches Material an den Enden der Chromosomen, den Telomeren, verloren geht.
Tumorzellen kdnnen diesem Prozess entgegenwirken. Sie regulieren z. B. die Expression von

Telomerasen verglichen mit nicht-immortalisierten Zellen herauf. Telomerasen bezeichnen
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Enzyme, die Hexanukleotid-Wiederholungen an die Enden der Chromosomen anlagern (4)
(33, 34).

Maligne Zellen sind dariiber hinaus in der Lage, Angiogenese zu induzieren (5), um die Sauer-
und Nahrstoffversorgung fir die Tumorprogression zu optimieren. Kennzeichnend ist zudem
die Fahigkeit zur Gewebeinvasion und Metastasierung (6) (33). AuRerdem kann in Tumorzel-
len eine Umprogrammierung des Energiestoffwechsels hin zu ,aerober Glykolyse* erfolgen (7)
(2). Maligne Zellen entwickeln weiterhin Mechanismen, die sie vor einer Detektion und Zersto-
rung durch das Immunsystem schitzen (8) (34).

Zu den ermoglichenden Umstanden einer Karzinogenese zahlt die genomische Instabilitat,
welche durch eine Fehlfunktion der ,Wachter des Genoms*, insbesondere TP53 und der DNA-
Reparaturgene, gegeben ist (2). Entzindungsreaktionen im Umfeld eines Tumors werden be-
gunstigt, wodurch die o. g. Hallmarks durch z. B. proliferative und angiogenetische Signale
verstarkt werden. Aul3erdem spielt die Tumor-Mikroumgebung mit den Interaktionen aus Tu-
mor- und Tumorstromazellen eine entscheidende Rolle (34, 35).

2022 verdffentlichte Hanahan eine Erweiterung der bis dato bekannten acht Hallmarks, um die
komplexe Pathogenese von Krebserkrankungen treffender beschreiben zu kénnen.

Zu diesen potentiellen Hallmarks zahlt demnach eine phanotypische Plastizitat. Diese kann
durch Dedifferenzierung bereits differenzierter Zellen in Progenitorzellen durch die verminderte
Expression fur die Differenzierung bedeutsamer Faktoren erreicht werden. Auf3erdem kénnen
inkomplett differenzierte Progenitorzellen an ihrer weiteren Differenzierung gehindert werden
oder Merkmale anderer Gewebe im Sinne einer Transdifferenzierung annehmen (2). Neben
genetischen Veranderungen beeinflussen auch epigenetische Modifikationen und regulatori-
sche Mikro-RNAs die Krebsentstehung und —progression in Tumorzellen und in den Tumor
umgebenden Stromazellen (2, 34). Weiterhin kdnnen lebens-, aber nicht mehr teilungsfahige
seneszente Zellen des Tumors in der seiner Mikroumgebung sowie das lokale Mikrobiom von
protektiver Bedeutung oder schadlichem Effekt flr die Krebsentstehung, -progression und das
Therapieverhalten sein (2).

Menschen mit einer Krebspradisposition kdnnen Veranderungen in Genen aufweisen, die zu
den Hallmarks of Cancer und damit zur Krebs-Entstehung und -Progression bereits in jungem
Alter beitragen. AuRerdem stellen die Hallmarks mogliche Angriffspunkte fir Therapien dar (2,
33, 36).
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Abb. 2 Charakteristische Merkmale maligner Tumoren (Hallmarks)

Ubersicht der charakteristischen Merkmale maligner Tumoren (Hallmarks of Cancer) nach dem erwei-
terten Modell von Hanahan. Dargestellt sind die urspriinglichen sechs Hallmarks, erganzende Merkmale
sowie unterstiitzende Eigenschaften der Tumorentwicklung. Diese Abbildung wurde mit BioRender.com
erstellt und nach Hanahan 2022 modifiziert (2). Die Nutzung erfolgt im Einklang mit der akademischen
Lizenzvereinbarung von BioRender.

1.2 Genetische Pradisposition fiir Krebserkrankungen im Kindes-

und Jugendalter

Wie in 1.1.1 beschrieben sind die Ursachen von Krebserkrankungen vielfaltig. Da fur Kinder
jedoch viele der im Erwachsenenalter bedeutsamen Lebensstil-assoziierten Faktoren nur eine
untergeordnete Rolle spielen, liegt die Annahme einer genetischen Ursache nahe. Diese ge-
netische Krebspradisposition kann im Rahmen eines KPS mit weiteren phanotypischen Merk-
malen einhergehen oder klinisch unauffallig sein. Nur sehr selten werden Krebserkrankungen
auch im Kindesalter durch Infektionen, Radio-, Chemo-, oder immunsuppressive Therapie
ausgeldst (12, 37-39).

In Studien konnte in 8-10% der Kinder, die unter einer Krebserkrankung litten, eine
ursachliche Keimbahnvariante identifiziert werden. Diese Varianten umfassen SNVs, indels
sowie einfache Kopienanzahlvarianten (CNV) in bekannten KPGs (12, 40-42). Jedoch zeigen
viele Kinder, bei denen keine pathogene pradisponierende Variante detektiert werden konnte,

klinische oder anamnestische Auffalligkeiten, die eine genetische Pradisposition nahelegen.
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1.2.1 Fur Krebserkrankungen pradisponierende Syndrome

Bei KPSs handelt es sich um genetische Erkrankungen, die das Risiko einer Person erhdhen,
an Krebs zu erkranken. Verursacht werden sie durch Veranderungen von KPGs, welche Ein-
fluss auf insbesondere zwei bedeutsame Hallmarks of Cancer nehmen. Sie fordern eine ge-
nomische Instabilitdt und/oder eine Dysregulation der Zellproliferation, wodurch es zu einer
Akkumulation von Mutationen in der Zelle kommt. Am haufigsten beeinflusst werden Tumor-
suppressorgene, welche die DNA-Reparatur oder den Zellzyklus steuern (34, 43).

Die American Association for Cancer Research teilte die fast 100 bis zum 20. Lebensjahr
bedeutsamsten KPSs in neun Gruppen ein. Hierzu zahlen (I) das Li-Fraumeni-Syndrom, (ll)
RASopathien und Neurofibromatose-Syndrome, (lll) Syndrome, die mit Hochwuchs und
Wilmstumoren einhergehen, (IV) Nervenzelltumore, (V) neuroendokrine Tumorsyndrome, (VI)
gastrointestinale KPSs und Reparatur-Defizienz-Syndrome, (V1) Leukdmie-Pradispositionen,
(VIII) Syndrome, die mit einer Mikrosatelliteninstabilitdt assoziiert sind sowie (1X) Sonstige (44).
Das Li-Fraumeni-Syndrom wird autosomal-dominant vererbt und zeichnet sich durch eine
Keimbahnmutation des Gens TP53 aus, welche zu einem Funktionsverlust des Proteins p53
fuhrt, das als ,Wachter des Genoms* bezeichnet wird. Es ist in der Lage, auf interne und ex-
terne Stressoren zu reagieren, daraufthin den Zellzyklus zu stoppen und damit die Mdglichkeit
zur DNA-Reparatur zu verschaffen oder den programmierten Zelltod einzuleiten. Mit dem Syn-
drom geht ein erhohtes Risiko einher, u. a. an Sarkomen, Brustkrebs, Hirntumoren und ad-
renokortikalen Karzinomen zu erkranken. (45, 46). Das Li-Fraumeni-Syndrom gibt ein Beispiel
fur eine direkte therapeutische Konsequenz aus dem Wissen um ein KPS. Um das Risiko von
Sekundartumoren zu reduzieren, soll bei Betroffenen auf eine Bestrahlung verzichtet werden
(47). Mehr als 1% der Krebserkrankungen im Kindesalter kdnnen auf eine pathogene Keim-
bahnvariante von TP53 zuriickgefuhrt werden. Jedoch konnte in ca. 20—-30% der Patient*innen
mit Li-Fraumeni-Syndrom bisher keine ursachliche Keimbahnvariante gefunden werden (12,
48, 49).

Die zweite Gruppe umfasst u. a. RASopathien wie das Noonan-Syndrom, Neurofibromatose
Typ 1 (NF1) und Typ 2 (44). Letztere sind durch die Entwicklung von Tumoren des peripheren
und zentralen Nervensystems gekennzeichnet. Patient*innen mit einer pathogenen Mutation
des Tumorsuppressorgens NF1 leiden unter NF1. NF1 kodiert flir das Protein Neurofibromin,
welches den RAS/MAPK- und den PI3K/mTOR-Signalweg negativ reguliert. Neben der Tu-
morpradisposition u. a. fur juvenile myelomonozytare Leukdmien, Rhabdomyosarkome, pi-
lozytische Astrozytome und Optikusgliome ist das Auftreten von Café-au-lait-Flecken (CALM),
einer axillaren und inguinalen Hyperpigmentierung, von Lisch-Knétchen, multipler Neuro-
fibrome sowie einer neurokognitiven Beeintrachtigung bereits im Kindesalter typisch (44, 50,
51).
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Die Syndrome der Gruppe lll gehen mit einem erhéhten Risiko fiir die Entwicklung embryona-
ler Tumore einher. Hierzu zahlt das Beckwith-Wiedemann-Syndrom, das durch eine Imprin-
ting-Stérung, die Gene auf Chromosom 11 betrifft, hervorgerufen wird und dessen Betroffene
durch eine konnatale Makrosomie mit vergrofRerten Organen auffallen. Zudem konnen eine
Makroglossie, Bauchwanddefekte, ein Naevus flammeus neonatorum und ein Hyperinsulinis-
mus auftreten. Kinder, die unter einem Beckwith-Wiedemann-Syndrom leiden, entwickeln
Wilms-Tumore und Hepatoblastome mit erhéhter Wahrscheinlichkeit (44, 52).

Zu Tumorsyndromen der Nervenzellen zahlen das hereditdre Retinoblastom und Neu-
roblastom, das Navoid-Basalzell-Karzinom-Syndrom und das Syndrom maligner rhabdoider
Tumore. Letzteres wird autosomal dominant vererbt und durch Keimbahnmutationen der Gene
SMARCB1 oder SMARCA4 ausgelost, die die Genexpression durch ihren Einfluss auf das
Chromatin-Remodeling verandern (53, 54).

Die haufigste maligne Erkrankung des Kindesalters ist die akute lymphatische Leuk&mie. Auch
fur dieses Krankheitsbild ist das Wissen um ein mdgliches zugrundeliegendes KPS essentiell.
Bekannt sind aktuell 13 Syndrome, die fir die Entwicklung einer akuten lymphatischen Leuka-
mie pradisponieren. Stoltze et al. thematisieren flr diese eine Potenzierung der karzinogenen
Wirkung der ALL-Therapie durch Gen-Umwelt-Interaktionen. Fir Trisomie 21-Patient*innen
werden bereits seit Iangerer Zeit spezialisierte Behandlungsprotokolle genutzt. Auch fir Kinder
mit Bloom-Syndrom wird, da sekundare maligne Erkrankungen wahrscheinlich sind, eine re-
duzierte Chemotherapie empfohlen. Insbesondere vor dem Hintergrund der Entwicklung we-
niger toxischer und DNA-schadigender Immun- und Antikdrpertherapien pladieren die Au-
tor*innen flr einen kritischen Einsatz traditioneller Chemotherapie bei ALL-Patient*innen mit
KPSs und die Auseinandersetzung mit individuell auf das Risikoprofil der Patient*innen ange-
passten Behandlungsansatzen (55).

In der klinischen Praxis bleiben zugrunde liegende KPSs haufig unerkannt. Ein Grund daflr

ist die Heterogenitat des phanotypischen Spektrums (56).

1.2.2 Kiriterien, die auf eine genetische Krebspradisposition hindeuten

Fir die padiatrischen Patient*innen und ihre Familien ist das Wissen um eine potentielle
Krebspradisposition von groRer Relevanz. Mit einem KPS kdnnen Therapieresistenz oder
gesteigerte Toxizitat als Reaktion auf die Behandlung einhergehen. Daher bedingt das
Vorliegen eines KPS die Auswahl und Anpassung der Therapie. DarlUber hinaus kdénnen
besondere Uberwachungs- und NachsorgemalRnahmen erforderlich sein, um ein mdgliches
Rezidiv oder einen weiteren malignen Tumor frihzeitig identifizieren zu kénnen (57). Durch
Screenings kdnnen Tumoren in friiheren Stadien detektiert werden, sodass weniger intensive
Therapien notwendig sind, was zu geringerer Toxizitat und besseren Ergebnissen fuhrt. Fur
das Li-Fraumeni-Syndrom wurde gezeigt, dass durch Uberwachungsmafnahmen das 5-
Jahres-Uberleben von 60% auf 89% gesteigert werden kann (44). Auch Familienmitglieder der

Patient*innen mit KPSs haben mit dem Wissen um eine Krebspradisposition die Mdglichkeit,
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an Vorsorge- und Friherkennungsuntersuchungen teilzunehmen. Auch fir Fragen der
reproduktionsmedizinischen Beratung und pranatalen Diagnostik ist die Information
bedeutsam (57).

Da trotz ihrer groRen Relevanz KPSs in der klinischen Praxis leicht iUbersehen werden kénnen
(58, 59), verodffentlichten Jongmans et al. und Ripperger et al. Kriterien, die das Vorliegen eines
KPS bei padiatrischen Patient*innen besonders wahrscheinlich machen (vgl. Abb. 3). Dazu
zahlen eine auffallige Familienanamnese in Bezug auf Krebserkrankungen, spezielle Krebsen-
titaten und -typen, die eng mit einem KPS assoziiert sind, multiple Primartumoren, spezielle
klinische Auffalligkeiten sowie eine gesteigerte Toxizitat als Reaktion auf die Therapie.

Eine in Bezug auf Krebserkrankungen positive Familienhistorie ist das am besten bekannte
Kriterium flr den Hinweis auf eine genetische Pradisposition (56). Als auffallig gilt in diesem
Zusammenhang eine Familienanamnese, wenn (l) bei 22 Familienmitgliedern im Alter von
<18 Jahren Krebserkrankungen auftraten (Indexpatient*in eingeschlossen), (Il) ein Elternteil
oder Geschwisterkind eine Krebserkrankung vor dem 45. Lebensjahr entwickelte, (Ill) bei >2
erst- oder zweitgradig Verwandten vor dem 45. Lebensjahr eine Krebserkrankung diagnosti-
ziert wurde oder (V) die Eltern des*der Patient*in konsanguin sind (57, 60).

Zu Krebsentitaten, die eng mit einem KPS assoziiert sind, zahlen Krebserkrankungen, die
typischerweise im Erwachsenenalter auftreten und bei Kindern extrem selten vorkommen, wie
beispielsweise kolorektale Karzinome (61), und maligne Erkrankungen oder spezifische
Tumoreigenschaften, die im Zusammenhang mit genetischen Syndromen beschrieben
wurden, wie z. B. choroidale Plexuskarzinome oder hypodiploide Karyotypen einer ALL bei
Patient*innen mit Li-Fraumeni-Syndrom. Diese werden auch als Indikatortumore bezeichnet.
(60).

Aulierdem besteht der Verdacht auf ein KPS bei Kindern, die zwei oder mehr synchrone oder
metachrone Neoplasien entwickeln. Dabei ist es wichtig, diese von Ruickfallen der primaren
Krebserkrankung und von einer therapieassoziierten Genese zu differenzieren (57, 60). Nach
Chemotherapie ist das Auftreten akuter Leukdmien und myelodysplastischer Syndrome mit
kurzer zeitlicher Latenz (ca. 3 Jahre) moglich. Solide Tumoren kdnnen im bestrahlten Areal
mehr als 10 Jahre nach Radiotherapie entstehen (62). Demnach ist eine genetische Pradis-
position denkbar bei Patient*innen mit sekundarer Leukdmie ohne vorangegangene Chemo-
therapie, mit einem sekundaren soliden Tumor ohne vorangegangene Radiotherapie und mit
der Entwicklung multipler solider Neoplasien in kurzer zeitlicher Latenz zueinander (57).
Wenn zusatzlich zu einer Krebserkrankung bei einem®einer péadiatrischen Patient*in
kongenitale oder im Laufe der Entwicklung entstandene Anomalien bestehen, sollte ebenfalls
an ein KPS gedacht werden. Viele Signalwege, die fir die Tumorentwicklung bedeutsam sind,
spielen auch in der embryonalen Entwicklung eine Rolle. Jedoch konnte bisher aufgrund der
geringen Kohortengrdf3e in den untersuchenden Studien keine signifikante Korrelation
zwischen spezifischen Krebsentitadten und individuellen Anomalien beobachtet werde. Fur die
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klinische Beurteilung konnen charakteristische faziale Dysmorphien und intellektuelle
Beeintrachtigungen hinweisend sein (57).

Weiterhin ist Hochwuchs im Kindesalter mit einem gesteigerten Risiko insbesondere flr
embryonale Tumoren und eine Wachstumsretardierung mit KPSs assoziiert. Auch hypo- oder
hyperpigmentierte Hautldsionen, zu denen beispielsweise CALM zahlen, lassen Ruckschlisse
auf das maogliche Vorliegen eines KPS zu. Darlber hinaus kann ein KPS mit Zytopenien und
Immundefizienzen einhergehen (57).

Das letzte Kriterium besteht in einer gesteigerten Toxizitat als Reaktion auf die Therapie. Bei
Kindern mit KPSs kénnen schwerere Nebenwirkungen und Komplikationen der Chemo- und
Radiotherapien auftreten, sodass diese Hinweise auf das Vorliegen eines Syndroms sind.
Grund dafir sind meist damit einhergehende Immundefizienzen oder DNA-Reparatur-

Stoérungen, sodass sich normales Gewebe schlechter regenerieren kann (57, 60).

Auffallige Familienanamnese

® ® Krebserkrankung bei
{I) =2 Familienmitgliedern <18 Jahren
@ (Il) ein Elternteil oder Geschwisterkind <45. Lebensjahr
(lll) bei 22 erst- oder zweitgradig Verwandten <45. Lebensjahr
LI}

{IV) konsanguine Eltern

Tumorentitédt und Merkmale

z. B. Adrenokortikale Karzinome, hypodiploide ALL, choreidale
Plexuskarzinome

=2 synchrone oder metachrone Neoplasien

Kongenitale Anomalien oder weitere Symptome

z. B. faziale Dysmorphien, Entwicklungsverzégerungen, Wachstumsauffalligkeiten,
Hauterscheinungen, Organfehlbildungen

1 & Cade -3

@
@
®

Ausgepragte toxische Reaktion auf die Therapie

o

o4

Abb. 3 Kriterien, die das Vorliegen eines KPS wahrscheinlich machen

Die Abbildung bietet eine Ubersicht Gber die finf Kriterien, die das Vorliegen eines KPS wahrscheinlich
machen (57, 60). Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. Die Nutzung erfolgt im Einklang
mit der akademischen Lizenzvereinbarung von BioRender.
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1.3 Die Rolle struktureller Varianten in der Karzinogenese im

Kindesalter

Der Begriff der Variante vereint die haufig missverstandlich gebrauchten Termini Mutation und
Polymorphismus. Wahrend eine Mutation eine permanente Veranderung der Nukleotidse-
quenz beschreibt, entspricht ein Polymorphismus einer Variante mit einer Frequenz >1% in
der Normalbevdlkerung.

SVs sind in der Lage, Einfluss auf die Genfunktion, -Expression und -Regulation zu nehmen.
Dies kann potentiell zu Veranderungen des Phanotyps sowie zur Pradisposition von
Erkrankungen fihren. Neben SNVs und indels tragen sie auch zur phanotypischen Diversitat
der Menschen bei und kénnen fir die Entstehung von Krebserkrankungen ursachlich sein (63-
65). Cosenza et al. zeigten, dass der GrofRteil (55%) der Treibermutationen in der
Karzinogenese der meisten Krebserkrankungen auf SVs zurlickgeht (66). Eine SV stellt im
ursprunglichen Sinne eine Veranderung der DNA >1 Base dar. Heute werden meist Varianten
>50 bp bis Megabasenpaare als SVs bezeichnet. Sie umfassen unbalancierte CNVs wie
Deletionen, Duplikationen und Insertionen sowie balancierte Rearrangements wie
Inversionen, inter- und intrachromosomale Translokationen. AuRerdem kénnen komplexe
Kombinationen der genannten SV-Typen, beispielsweise im Rahmen segmentaler
Duplikationen, auftreten (67, 68).

SVs nehmen Einfluss auf molekulare und zellulare Prozesse, regulatorische Funktionen, die
raumliche Struktur der DNA und die Transkription. Sie kdnnen in jedem menschlichen Genom
detektiert werden (69).

1.3.1 Einteilung struktureller Varianten

Um die Interpretation detektierter Varianten in der genetischen Testung zu standardisieren,
veroffentlichte das American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) ein Schema.
Dieses teilt genetische Varianten anhand ihrer moéglichen Pathogenitat in fiinf Kategorien ein,
die sich aus der Kombination verschiedener Kriterien ergeben. Starken Anhalt auf eine (l) pa-
thogene Variante geben ein Mutationsmechanismus und ein Vererbungsmuster, welche be-
reits fUr die Erkrankung bekannt sind. Beispielsweise durch Nonsense-Varianten oder Varian-
ten mit Leserasterverschiebung kann ein nicht funktionelles Allel entstehen. Diese sogenann-
ten Null-Varianten in einem Gen, dessen Funktionsverlust als Ursache der zu untersuchenden
Erkrankung bekannt ist, besitzen sehr starke Evidenz flir Pathogenitat (67).

Weiterhin deutet eine de novo entstandene Variante bei einem*einer Patient*in mit
unauffalliger Familienanamnese darauf hin. In vitro oder in vivo durchgeflihrte funktionelle
Untersuchungen, die einen das Gen oder Protein zerstérenden Effekt zeigen, geben weitere
Hinweise auf Pathogenitat. Ein weiteres Beispiel stellt der Austausch von Nukleotiden dar, der

zu einem, als Mechanismus bereits bekannten, Austausch einer Aminosaure flhrt (67).
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Als (II) wahrscheinlich pathogen werden Varianten bezeichnet, welche mit mehr als 90%-iger
Wahrscheinlichkeit ursachlich fiir die Erkrankung sind. Bei dieser Klassifikation muss beachtet
werden, dass fur die quantitative Einordnung der Wahrscheinlichkeit der meisten Varianten
jedoch kaum Daten vorliegen. Die dritte Kategorie umfasst (lll) Varianten unklarer Signifikanz
(VUS). Als (IV) wahrscheinlich benigne gelten Varianten, welche mit mehr als 90%-iger
Wahrscheinlichkeit nicht ursachlich fir die betreffende Erkrankung sind. Auf (V) benigne
Varianten weist z. B. eine Pravalenz der Variante von mehr als 5% in der
Allgemeinbevolkerung hin.

Anhand von Kontrollpopulationen ist es méglich, die Verbreitung einer SV und damit ihr
pathogenes Potential einzuschatzen. Besonders hilfreich ist dies bei Erkrankungen mit frihem
Erkrankungsbeginn. Dafiir stehen verschiedene Datenbanken, die u. a. auch Informationen
zur Pravalenz einer Variante in unterschiedlichen ethnischen Gruppen beinhalten, zur
Verfugung. Hierzu zahlen u. a. die dbVar Datenbank des National Center of Biotechnology
Information NCBI und die Database of Genomic Variants, (DGV). Ist die Allelfrequenz in der
Kontrollpopulation hdher als die in der erkrankten Gruppe, besteht ein deutlicher Hinweis auf
eine benigne Variante. Dagegen spricht das Fehlen der Variante in einer grof3en
Kontrollkohorte, die der ethnischen Zugehdrigkeit der*des Patient*in entspricht, eher fur
Pathogenitat. Dartber hinaus besteht Anhalt fur Benignitat beim Nachweis einer Variante bei
einem gesunden Erwachsenen, wenn eine Erkrankung mit vollstandiger Penetranz bereits in

jungem Alter untersucht wird (67, 70, 71).

1.3.2 Genetische Varianten als Ursache von Krebserkrankungen im
Kindesalter

Wie in 1.2 wumrissen, stellen genetische Varianten eine wichtige Ursache fur
Krebserkrankungen von Kindern und Jugendlichen dar. Obwohl bereits zahlreiche KPSs
bekannt sind, liegt die Vermutung nahe, dass fir viele weitere padiatrische Patient*innen
Varianten in KPGs noch nicht detektiert oder mégliche KPGs noch nicht als solche identifiziert
wurden (60).

Diverse Studien haben die Pravalenz pathogener und wahrscheinlich pathogener Varianten in
der Keimbahn an Krebs erkrankter Kinder und Jugendlicher untersucht.

Zhang et al. detektierten 2015 in 8,5% der untersuchten Patient*innen, die jinger als 20 Jahre
und an Krebs erkrankt waren, eine pathogene oder wahrscheinlich pathogene
Keimbahnvariante durch Gesamtexomsequenzierung (WES) und/oder
Gesamtgenomsequenzierung (WGS). In Relation dazu wurden im Rahmen des 1000
Genomes Projects in nur 1,1% solche Varianten identifiziert. Das 1000 Genomes Project
umfasste mehr als 2500 Individuen aus 26 Populationen, deren Genom sequenziert wurde,
um eine Referenz der genetischen Vielfalt zu reprasentieren. Kinder, die an soliden Tumoren
aulRerhalb des ZNS, z. B. adrenokortikalen Karzinomen, erkrankt waren, stellten darunter die

grofite Gruppe dar (16,7%). 8,6% litten unter Tumoren des ZNS, z. B. an Gliomen, 4,4% an
14



Einleitung

Leukamien. Die am haufigsten betroffenen Gene waren TP53, APC, BRCA2, NF1, PMS2, RB1
sowie RUNX1 (12).

Wagener et al. fuhrten im Rahmen der Keimbahnstudie am Universitatsklinikum Dusseldorf
Trio-WES durch und identifizierten pathogene Varianten in 11 von 160 Patient*innen (6,9%)
sowie VUS in weiteren 11 Patient*innen (41). Weitere Studien detektierten pathogene oder
wahrscheinlich pathogene Varianten in 7,6% (40) und 14,6% (72). Bei Kindern und
Jugendlichen, die unter soliden Tumoren leiden, wurden in 12% pathogene oder
wahrscheinlich pathogene Keimbahnvarianten gefunden (42). In einer nach klinischen und
familienanamnestischen Kriterien selektieren Kohorte von 40 an Krebs erkrankten Kindern und
Jugendlichen identifizierte man bei 8 eine pathogene oder wahrscheinlich pathogene Variante
durch WES (56).

In ca. 90% aller Patient*innen und ca. 80% der Patient*innen mit klinischen Zeichen eines KPS
verbleibt unklar, ob keine genetische Pradisposition besteht oder aber diese durch die verwen-
dete Methodik nicht identifiziert werden konnte (12, 40, 41, 56, 72).

Die o. g. Studien untersuchten die Kohorten mittels WES oder WGS und einem zuvor
definierten Genpanel. Es umfasst fir Zhang et al. etablierte autosomal dominant vererbte
KPGs und RASopathie-Gene, autosomal rezessiv vererbte KPGs, Tyrosinkinase-Gene,
Tumorsuppressorgene und eine Gruppe weiterer, mit Krebs-assoziierter Gene (12). Es besteht
die Mdglichkeit, dass Varianten in Genen, welche noch nicht durch die Genpanels erfasst
wurden, eine Krebspradisposition durch bisher unbekannte Mechanismen bedingen.

WES und WGS zahlen zu den Methoden der Next-Generation-Short-Read-Sequenzierung
(NGS). Hierbei erfolgt die Sequenzierung von 250-800bp langen klonal amplifizierten DNA
Molekulen (73). Fur die Detektion von SVs bestehen jedoch eine geringe Sensitivitat und eine
hohe Rate falsch positiver Ergebnisse. Die Untersuchung komplexer und repetitiver
genomischer Regionen, in denen sich haufig Bruchpunkte von SVs befinden, ist nur sehr
begrenzt moglich (74).

SNVs sind die am haufigsten auftretenden DNA-Sequenz-Varianten. Jedoch beeinflussen SVs
die Genexpression 30-mal haufiger (75). In den o. g. Studien wurde sich zumeist auf die De-
tektion von SNVs, indels und kleinen SVs (<1kbp) fokussiert (12, 40, 41, 56, 72). Die Identifi-
kation langerer SVs war jedoch nicht mdglich.

In einigen Untersuchungen wurde sich aulRerdem auf die Analyse kodierender Regionen
beschrankt (42, 56). Genetische Varianten treten aber auch in den nicht kodierenden
Bereichen des Genoms auf und kdnnen dort z. B. regulatorische Elemente, die Auswirkungen
auf die Genexpression haben, beeinflussen. Enhancer sind in der Lage die Expression eines
Gens zu steigern, wahrend die haufig weniger erforschten Silencer die Expression

supprimieren kénnen (76, 77).
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Aulerdem kénnen Syndrome, bei denen epigenetische Veranderungen zur Krebsentstehung
fihren, beispielsweise das Beckwith-Wiedemann-Syndrom, durch WES und WGS nicht nach-
gewiesen werden. Um diese zu detektieren, waren Untersuchungen der DNA-Methylierung
notwendig (78).

Es gibt also zahlreiche Griinde, anzunehmen, dass die tatséchliche Anzahl der KPSs bei den
untersuchten Kindern und Jugendlichen hoéher liegt als die bisherigen Studien zeigen. Viele
Kinder und Jugendliche aus den Untersuchungen erflllen klinische oder anamnestische Kri-
terien, die auf ein KPS hindeuten. Es konnte aber keine verursachende Keimbahnvariante

gefunden werden (53, 79).

1.4 Methoden zum Nachweis struktureller Varianten

Die ersten SVs wurden bereits 1959 durch Karyotypisierung detektiert. Mit einer Lange von
>3 Mbp waren sie unter dem Mikroskop sichtbar und in den meisten Fallen mit Krankheiten,
z. B. dem Kilinefelter- oder dem Down-Syndrom assoziiert (80). Es handelte sich um seltene
Falle, sodass die Ursache genetischer Variabilitat Mitte bis Ende des 20. Jahrhunderts v. a.
SNVs und indels zugeschrieben wurde (81).

Gegen Ende der 1980er Jahre wurde eine Methode entwickelt, die spezifische DNA-
Sequenzen auf Chromosomen mithilfe fluoreszierender Sonden sichtbar macht, die
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH). Dadurch kénnen bekannte
Chromosomenanomalien und genetische Umlagerungen gezielt und schnell nachgewiesen
werden. Insbesondere submikroskopische, kleine Deletionen, Duplikationen und
Mikrotranslokationen werden erkannt, was einen Fortschritt zur Karyotypisierung darstellt.
Verwendet man verschiedene Fluorochrome, kdnnen mehrere Zielregionen gleichzeitig
visualisiert werden. Jedoch ist die Anwendung auf spezifische Zielregionen limitiert. Das
gesamte Genom kann nicht abgedeckt und bislang unbekannte SVs kénnen nicht identifiziert
werden. Unspezifische Bindungen der Sonden oder mangelnde Hybridisierung kénnen zu
falschen Ergebnissen fuhren. Weiterhin hangt die Interpretation der Ergebnisse stark von der
Qualitat und Intensitat der Fluoreszenzsignale ab (82).

Seit 2004 kénnen mit Hilfe neuer Technologien SVs, welche in der Karyotypisierung nicht
sichtbar sind, in phanotypisch auffalligen und unauffalligen Individuen nachgewiesen werden.
Erstmals konnte das Genom mit einer Aufldésung von 50 kbp auf unbalacierte SVs untersucht
werden. Genutzt wurden u. a. Array-basierte CGH (Comparative Genomic Hybridisation) und
ROMA (Representational Oligonucleotide Microarray Analysis), bei welchen DNA-Proben der
zu untersuchenden Person sowie der Referenz auf einem Mikroarray hybridisiert und Ab-
schnitte gezielt verglichen werden. Eine absolute Kopienzahl kann aber nicht angegeben wer-
den. Diese Methoden decken auflderdem einige Regionen, insbesondere repetitive DNA-Se-
quenzen, nicht ab. Eine weitere Limitation stellt die Identifikation balancierter SVs, z. B. Inver-
sionen, dar. Im Folgenden wurden SNP-Arrays entwickelt, welche Rickschlisse auf einige

balancierte SVs erlauben (81).
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Einen deutlichen Fortschritt erbrachte die Nutzung der NGS. Das Verfahren bietet eine umfas-
sende und detaillierte Analyse des Genoms, die heute sowohl fiir die Grundlagenforschung
als auch fur die klinische Praxis elementar ist. Durch die Sequenzierung des gesamten Ge-
noms (WGS) bzw. Exoms (WES) in 100-150 bp Fragmenten kdnnen Abweichungen auf Nuk-
leotidebene festgestellt werden. Erfasst werden somatische- und Keimbahnmutationen, SVs
und CNVs. Vorteilhaft ist insbesondere die Detektion kleiner CNVs und balancierter SVs, die
mittels der o. g. Methoden nicht identifiziert werden kénnen.

In somatischen Proben kdénnen mittels WGS die genomische Instabilitat untersucht und
komplexe, flr Krebs charakteristische SVs erkannt werden. Hierzu zahlen Chromothripsis,
wobei es durch ein einmaliges Ereignis zu zahlreichen Umlagerungen von
Chromosomenabschnitten durch inakkurate DNA-Reparatur kommt, oder Enhancer-Hijacking,
die genetischen Umlagerung regulatorischer Elemente. Spezifische Mutationssignaturen, die
Aufschluss Uber die Krebsentstehung z. B. durch exogene Faktoren wie Rauchen geben, und
virale und bakterielle DNA, die in Krebs, z. B. bei Cervixkarzinomen, integriert ist, kbnnen
detektiert werden. Im Gegensatz zu WES deckt WGS auch nicht-kodierende Regionen wie
Introns und intergenische Bereiche ab, die Promotoren und Enhancer enthalten kénnen. Diese
kénnen wichtige regulatorische Funktionen haben und zur Krebsentstehung beitragen (81, 83).
Verschiedene Algorithmen werden im Rahmen des WGS oder WES genutzt, um SVs zu
detektieren. (1) Mit Hilfe der Lesetiefe kann die Anzahl der Kopien, die einem bestimmten
Abschnitt der Referenz entsprechen, bestimmt und somit CNVs, wie Deletionen oder
Duplikationen, erkannt werden. (2) Die Betrachtung von Lokalisation und Distanz abnormal
zugeordneter Reads im Vergleich zur Referenz kann Ruckschlisse auf Bruchpunkte und
darauf geben, ob es sich um eine Insertion, Deletion oder Translokation handelt. (3) Weitere
Verfahren sind in der Lage, die Bruchpunkte von SVs mit einer Auflésung von 1-10 bp zu
identifizieren. (4) Dartber hinaus kénnen durch De novo-Assemblierung Reads zu langeren
Sequenzen zusammengefligt werden, was den Vergleich mit einem Referenzgenom und
damit die Detektion von SVs ermdglicht (81).

Es existieren jedoch diverse technische Limitationen der NGS. Durch die kurze Lese-Lange
von 100-150 bp ist die Erkennung langerer SVs nicht moglich. Aulerdem bestehen Schwie-
rigkeiten in der Sequenzierung repetitiver und komplexer Regionen der DNA, zu denen bis zu
50% des menschlichen Genoms zahlen. GC- und AT-reiche Areale bereiten Schwierigkeiten.
Fur zuverlassige und exakte Ergebnisse sind eine hohe Sequenztiefe sowie eine ausreichende
Abdeckung der DNA-Region erforderlich. Durch verschiedene Analyseschemata kann es zu
unterschiedlichen Ergebnissen kommen, was insbesondere bei seltenen und komplexen Va-
rianten der Fall ist. Verglichen mit den bis dato Ublichen Methoden werden durch WGS und
WES sehr grolte Datenmengen erzeugt, die umfangreiche Speicherkapazitaten und Rechen-

ressourcen erfordern.
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WES ist WGS insofern unterlegen, als dass durch WES lediglich <2% des Genoms, der ko-
dierende Anteil, betrachtet werden. Nicht-kodierende Regionen, die intronischen und interge-
nischen Areale, machen >98% des Genoms aus und werden durch WGS, aber nicht durch
WES abgebildet. Hier bestehen Limitationen in der Interpretation der Daten. Der Einfluss von
Varianten, die dort lokalisiert sind, ist nur unzureichend verstanden. Darlber hinaus sind grof3e
SVs wie Inversionen oder Translokationen haufig schwer zu interpretieren. Aulerdem ist der
funktionelle oder klinische Effekt vieler identifizierter Varianten unklar. Auch der Einfluss auf
regulatorische Elemente und epigenetische Defekte kann nicht erfasst werden (56, 83).
Wahrend der letzten beiden Jahrzehnte wurde aullerdem eine Methode entwickelt, die die
konventionellen Sequenziermethoden erganzt. Long-Read-Sequenzierung (LRS) erméglicht
die Sequenzierung langer DNA-Abschnitte >10 kbp. Das Verfahren bietet eine héhere Auflo-
sung komplexer genomischer Strukturen im Vergleich zu NGS, da repetitive Regionen uber-
spannt und GC-reiche Regionen durch einen Read abgedeckt werden. So kénnen darin loka-
lisierte SVs leichter identifiziert werden (84, 85). Durch Konsensus-Reads ist eine SV-Detek-
tion mittlerweile mit einer Genauigkeit von bis zu 99,9% sehr prazise mdglich (86). Durch die
Analyse nicht-kodierender Regionen kénnen Varianten in regulatorischen Elementen sowie
DNA-Methylierungen und andere epigenetische Modifikationen erkannt werden. Eine Uberle-
genheit der LRS gegenuber NGS zeigte sich insbesondere bei der Detektion von SVs inter-
mediarer Grofe (50 bp—2 kbp) (84, 85). LRS erfordert erhebliche Rechenressourcen und ist
aktuell sehr teuer, sodass es im Moment flr den breiten Einsatz nicht geeignet ist. Bioinforma-
tische Tools zur standardisierten Analyse befinden sich in der Entwicklung (87).

In der Gegenltiberstellung von Karyotypisierung und Sequenziertechnologien fallt auf, dass die
geringe Auflosung von 3—10 Mbp der Karyotypisierung einen bedeutenden Nachteil darstellt.
Mit Hilfe der Methode der optischen Gesamt-Genomkartierung (WGOM), die Uber eine sehr
hohe Auflésung verfiigt, konnte dieser Nachteil iberwunden werden. Im Kapitel 2.2.1 wird der
Ablauf des Verfahrens erlautert. Im Gegensatz zu Array-basierten Verfahren erlaubt WGOM
die Erfassung balancierter Varianten wie Inversionen oder balancierter Translokationen. Ins-
besondere flr SVs >1 kbp ist die Visualisierung und Analyse mittels WGOM Sequenziertech-
nologien Uberlegen. Die Abdeckung grof3er, repetitiver DNA-Regionen, wie z. B. segmentaler
Duplikationen, ist vorteilhaft. Durch dieses Verfahren ist eine umfassende Untersuchung der
DNA auf verschiedenste SVs mdglich. Durch die Analyse langerer DNA-Fragmente und die
direkte Visualisierung bietet WGOM eine Reduktion von Artefakten im Vergleich zu NGS (88).
In vorausgegangenen Studien durch uns und andere Forschungsgruppen hat sich WGOM be-
reits als hilfreich erwiesen, um SVs in Keimbahnproben zu detektieren (79, 89). In einer Arbeit
wurde WGOM mit aktuellen Standardmethoden zur Diagnostik von 627 Patient*innen mit kor-
perlichen Stérungen verglichen, darunter kongenitale Anomalien und neurologische Entwick-

lungsstérungen. Es zeigte sich eine hohe Konkordanz (98,6%) der Ergebnisse (89).
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Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe belegen bereits, dass potentiell pathogene SVs, welche
durch WES nicht erkannt werden, durch WGOM detektiert werden. Dies wurde bereits flir De-

letionen in bekannten KPGs sowie fur Duplikationen in Kandidatengenen gezeigt (79, 90).

1.5 Ziele der Arbeit

Die Ursache von Krebserkrankungen im Kindesalter ist in vielen Fallen bis heute unklar. Ein
genetischer Hintergrund liegt nahe, konnte aber bei der Mehrzahl der an Krebs erkrankten
Kinder mit den bisher verwendeten Methoden nicht nachgewiesen werden. Dabei wurden u. a.
grofie SVs und solche in komplexen Regionen der DNA kaum untersucht (12, 40, 41, 56). Mit
Hilfe der WGOM sollen jene nun besser erfasst werden.

Durch die in 1.2.2 genannten Publikationen wurden Kriterien zusammengestellt, die das
Vorliegen eines KPS besonders wahrscheinlich machen. Im Rahmen der Arbeit soll von
29 padiatrischen Patient*innen, auf die jene Kriterien zutreffen, sowie, je nach Verfligbarkeit
des Materials, deren Eltern hochmolekulare DNA aus PBMCs bzw. Fibroblasten extrahiert
werden. Im Folgenden sollen Markierungen an bestimmten DNA-Sequenzen eingebracht und
die DNA in einer Flusszelle in Nanokanalen linearisiert werden. Das detektierte
Fluoreszenzmuster soll mit einem Referenzgenom verglichen werden, um Abweichungen als
mogliche SVs zu registrieren. Manuell soll jede SV ausgewertet und auf den maoglichen
Zusammenhang mit einem KPS, beispielsweise durch die Lokalisation in einem KPG,
Uberpruft werden. Liegen Trio-Analysen vor, ist ein Vergleich mit dem Genom der Eltern
moglich. Hierbei soll auf de novo entstandene SVs und insbesondere bei fiur
Krebserkrankungen auffalliger Familienanamnese auf vererbte SVs geachtet werden.

Die mogliche Pathogenitat oder Benignitat der SVs soll mittels umfangreicher Analyse und
Literaturrecherche beurteilt werden. Um ausgewahlte SVs zu validieren und ihren Effekt zu
verifizieren, sollen passende Verfahren, u. a. PCR, quantitative PCR (QPCR) und SNP-Array
angewandt werden.

Durch diese Arbeit soll das Untersuchungsspektrum der pradisponierenden genetischen Keim-
bahnveranderungen um strukturelle Varianten erweitert werden. Sie soll zum Verstandnis der

genetischen Grundlage von Krebserkrankungen bei Kindern und Jugendlichen beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Die Kohorte der Patient*innen

Im Rahmen der seit 2015 bestehenden Keimbahnstudie der Klinik fir Kinder-Onkologie, -
Hamatologie und Klinische Immunologie des Universitatsklinikums Disseldorf wurde den hier
in Behandlung befindlichen, an Krebs erkrankten Kindern und deren Eltern die Teilnahme an
der Studie angeboten, in deren Rahmen die Untersuchungen dieser Arbeit erfolgten
(Ethikvotum 4886R, Studienregistrierungsnummer 2014112933, vorgelegt von Prof. Dr. Arndt
Borkhardt). Dabei wurden ihnen das Ziel und der Nutzen der Arbeit sowie die Mdglichkeit, zu
jedem Zeitpunkt ihr Einverstandnis zurtckziehen zu konnen, erklart. In die Kohorte der
Keimbahnstudie eingeschlossen wurden Kinder, die im Alter von 0 bis 19 Jahren die Diagnose
einer Krebserkrankung erhielten und deren Sorgeberechtigte ihr Einverstandnis zur Teilnahme
gaben. Auch die Kinder >6 Jahre wurden um ihre Einwilligung gebeten. Im Folgenden wurden,
wie in Brozou et al. (39) beschreiben, unter standardisierten Bedingungen umfassende
klinische Daten der Patient*innen erhoben, eine Phanotypisierung, eine prazise Analyse und
Beschreibung phanotypischer Anomalien, vorgenommen und ein Drei-Generationen-
Stammbaum hinsichtlich Tumorerkrankungen erstellt. Dafir wurde eine ausflhrliche
Anamnese mit intensiver Betrachtung der demographischen Daten und der medizinischen
Vorgeschichte der Patient*innen durch Pé&adiater*innen erhoben und eine kdrperliche
Untersuchung durchgefuhrt. Ermittelt wurden u. a. Informationen bezlglich des
Schwangerschaftsverlaufs der Mutter, der Geburt, Anpassung und Entwicklung in der friihen
Kindheit. Besondere Betrachtung fanden Zeichen, die auf ein zugrundeliegendes KPS
hindeuten und kongenitale Anomalien sowie der Grad der Toxizitat im Verlauf der Therapie.
Die Daten wurden anhand der durch Jongmans et al. und Ripperger et al. publizierten Kriterien
evaluiert (39, 57, 60). Aulerdem wurde mittels WES die Keimbahn der Kinder auf fir
Krebserkrankungen pradisponierende SNVs und indels untersucht. Die Ergebnisse der
klinischen Phanotypisierung und der WES waren im Vorfeld dieser Arbeit erhoben worden und
standen der Verfasserin dieser Arbeit zur Verfigung. Aus der gesamten Kohorte wurden fur
diese Arbeit 29 Patient*innen ausgewahlt, (1) die mindestens eins der klinischen und
anamnestischen Kriterien aufwiesen, die auf ein zugrundeliegendes KPS hindeuten, (2) bei
denen in der Keimbahn keine flr Krebserkrankungen pradisponierende oder wahrscheinlich
pradisponierende pathogene SNV oder indels mittels WES detektiert werden konnte und (3)
von denen ausreichend zu untersuchendes Material zur Verfugung stand. Als
Ausgangsmaterial dienten periphere mononukledre Blutzellen (PBMC), mononuklare Zellen
des Knochenmarks (BMNC) und, im Fall von Leukamie-Patient*innen, Fibroblasten der
padiatrischen Patient*innen und PBMCs deren Eltern. Die Tabelle 1 gibt einen Uberblick Gber
die hier untersuchten Patient*innen.
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Tabelle 1 Patient*innen-Kohorte und die Analysearten

ID—Identifikationsnummer, ATRT—atypischer teratoider/rhabdoider Tumor, HCC—Hepatozellulares Kar-
zinom, T-ALL—akute, lymphatische Leukémie der T-Zellreihe, B-ALL—akute, lymphatische Leukadmie der
B-Zellreihe, AML—akute myeloische Leukamie, ALCL—anaplastisches grof3zelliges Lymphom, BPDCN—
blastische plasmozytoide dendritische Zellneoplasie, MDS—myelodysplastisches Syndrom, Art der Ana-
lyse—Single-Analyse bei ausschliellicher Verfligbarkeit des Materials des Kindes, Duo-Analyse beim
Vergleich des Materials des Kindes mit einem Elternteil, Trio-Analyse beim Vergleich des Materials des

Kindes mit beiden Eltern

Alter bei
ID Diagnose Egsstglgr?- Sc?lecht Material Art der Analyse
Jahren)

P1 ATRT 1,3 mannlich  PBMC Einzel-Analyse
P2 Medulloblastom 4,3 mannlich  PBMC Einzel-Analyse
P3 HCC 9,4 mannlich  PBMC Trio-Analyse
P4 Gliom 0,0 mannlich  PBMC Einzel-Analyse
P5 Nephroblastom 3,0 mannlich  PBMC Trio-Analyse
P6 T-ALL 13,2 mannlich  Fibroblasten Duo-Analyse
P7 AML 3,6 mannlich  Fibroblasten Einzel-Analyse
P8 B-ALL 5,8 mannlich  PBMC Trio-Analyse
P9 fg';’%tiﬁcr‘es ASt 40,1 weiblich ~ PBMC Quo-Analyse mit
P10 Eﬁgr?]ki”'wm' 18,5 weiblich ~ PBMC puo-Analyse mit
P11 T-ALL 3,3 mannlich  Fibroblasten Duo-Analyse
P12 Optikus-Gliom 1,0 mannlich  PBMC Trio-Analyse
P13 AML 16,1 weiblich Fibroblasten Trio-Analyse
P14 X;fgl';g'ﬁfmm & 34 weiblich  PBMC Trio-Analyse
P15 B-ALL 5,6 weiblich PBMC Duo-Analyse
P16 AML 2,4 mannlich  PBMC Trio-Analyse
P17 Keimzelltumor 1,2 weiblich PBMC Trio-Analyse
P18 B-ALL 1,9 weiblich PBMC Trio-Analyse
P19 AML 15,3 mannlich  Fibroblasten Trio-Analyse
P20 T-ALL 3,2 mannlich  PBMC Trio-Analyse
P21 ALCL 13,0 mannlich  PBMC Duo-Analyse
P22 Medulloblastom 2,1 mannlich  PBMC Trio-Analyse
P23 Medulloblastom 9,3 weiblich PBMC Trio-Analyse
P24 Myelosarkom 5,3 weiblich PBMC Trio-Analyse
P25 T-ALL 11,8 mannlich  Fibroblasten Trio-Analyse
P26 AML 14,8 mannlich  Fibroblasten Trio-Analyse
P27 BPDCN 55 mannlich  PBMC Duo-Analyse
P28 MDS 13,4 mannlich  Fibroblasten Trio-Analyse
P29 E:rf]bdomy“ar' 10,3 weiblich ~ PBMC Duo-Analyse

In der vorliegenden Arbeit werden Patient*innen anhand ihrer selbstberichteten oder aus dem
klinischen Kontext abgeleiteten Abstammung (Ethnie) sowie ihres Geschlechts gruppiert, um
mogliche Unterschiede in z. B. der Anzahl der detektierten SVs zu untersuchen. Diese

Gruppierung dient ausschliel3lich wissenschaftlichen und medizinischen Zwecken und
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beabsichtigt keine Diskriminierung oder Stigmatisierung von Personen oder Gruppen. Die
verwendeten Begriffe und Kategorien stellen eine Vereinfachung der tatsachlichen, komplexen
genetischen, soziokulturellen und geschlechtsspezifischen Vielfalt dar und spiegeln nicht
zwangslaufig die individuelle Identitat wider. Das arithmetische Mittel wird stets als Mittelwert

+ Standardabweichung angegeben.

2.1.2 Zelllinien fur die Verifizierung der strukturellen Varianten

Fur die Verifizierung mittels WGOM detektierter SVs wurden PCRs und zur Expressionsana-
lyse qPCRs durchgefuhrt. Dabei dienten diverse Zelllinien mit bekannter Expression des zu
Uberprufenden Gens als Referenz. Neben den Zelllinien HEK-293 und U20S wurden maligne
B-Zelllinien und Hirntumorzelllinien verwendet. Von Patient P1 wurden im Vorfeld dieser Arbeit
ATRT-Tumorzellen isoliert und kultiviert, sodass sie als Zelllinie genutzt werden konnten. Dar-

Uber hinaus wurden von sechs gesunden Kontrollpersonen PBMCs isoliert.

Tabelle 2 Zelllinien fiir die Verifizierung struktureller Varianten

Zelllinie Diagnose

HEK-293 humane embryonale Nierenzelle

Reh B-Zell-Vorlaufer-lymphoblastische Leukamie
RC-K8 B-Zell-Lymphom

U20S humane Osteosarkomzelle

U-138-GBM Glioblastom

Uw-228-2 Medulloblastom

Daoy Medulloblastom

MEB-MED-8a Medulloblastom

D425 Med Medulloblastom
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2.1.3 Primer fir die Verifizierung der strukturellen Varianten

Zum Designen der Primer-Paare dienten die genomischen Sequenzen der UCSC Genome
Bioinformatics Plattform (http://genome.ucsc.edu/). Angestrebt wurde dabei eine Primer-
Lange von 18-20 bp, wobei der Gehalt von Guanin- und Cytosin-Basen bei 45-60% liegen
sollte. AulRerdem sollten in der Region keine Wiederholungen einzelner Basen oder Sequen-
zen vorliegen. Des Weiteren war erforderlich, dass die Primersequenz nur einmal im mensch-
lichen Genom vorkommt. Dies wurde mit Hilfe der BLAT Analyse anhand des GRCh37-Refe-
renzgenoms Uberprift (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start). Die verwen-
deten Primer wurden von der Firma Eurofins bereitgestellt, in Nuklease-freiem Wasser gelost
und zu einer Konzentration von 1:10 verdinnt. Flr das Umschreiben von mRNA zu komple-
mentarer DNA (cDNA) der Proben wurden Oligo(dT)-Primer von der Firma Eurofins (Eurofins
MWG Genomics) genutzt. Diese Oligo(dT)-Nukleotide binden, da sie ausschliellich die Base
Thymin enthalten, an den Poly-A-Schwanz der mRNA und ermdglichen so einen Ausgangs-
punkt der Reversen Transkriptase. Im Rahmen der quantitativen Echtzeit-PCR wurde fir die
Housekeeping Gene HPRT1 und GUSB je ein QuantiTect Primermix von QIAGEN (QIAGEN,

Hilden, Deutschland) verwendet.

2.1.3.1 Primer fiir den Nachweis der Deletion in MSR1

In Tabelle 3 ist das verwendete Primer-Paar fur die Verifizierung einer Deletion des MSR1-
Gens im Genom der Patientinnen P9 und P10 dargestellt, welche mittels Long-range PCR
erfolgte. FUr das Wildtyp-Allel war eine Lange des PCR-Produkts von 91366 bp zu erwarten.
Auf dem Allel, welches die Deletion tragt, erwarteten wir ein Produkt <15566 bp. Die darunter

aufgeflihrten Primer dienten zur Verifizierung der SV mittels Sanger-Sequenzierung.

Tabelle 3 MSR1-Primer
Primer-Name Primer-Sequenz (5°...3") Hybridisierungs-Temperatur

MSR1_DEL_F CGTACAGAGCTAGATCAGCTC

MSR1_DEL_R CCATCCAAGTCTCGTCTC 65°C
MSR1_DEL_Seq1! CCTGCAGAGACCATGGAATG 61,6°C
MSR1_DEL_Seq2 CTGGTGGTAGCATGTGGAG 57,6°C
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2.1.3.2 Primer fiir den Nachweis der Deletion in SPRED1

Tabelle 4 zeigt das genutzte Primer-Paar fur die Verifizierung einer Deletion des SPRED1-
Gens mittels Touchdown-PCR bei Patient P12. Das PCR-Produkt des Wildtypallels besitzt
dabei eine Lange von 3095 bp, wahrend das Produkt des die Variante tragenden Allels 635 bp

aufwies.

Tabelle 4 SPRED1-Primer
Primer-Name Primer-Sequenz Hybridisierungs-Temperatur

SPRED1_PCR_F GTGCACATGTCAGGAGGC
SPRED1_PCR_R  CATGCCCACATTTGAGC

60°C und 57°C

2.1.3.3 Primer fiir die Echtzeit-Polymerasekettenreaktionen

Die folgenden Primer wurden fir die gqPCR-Analysen verwendet. Dazu zahlen die Expressi-
onsanalysen von CREBBP fir den Patienten P1 und von DKK1 fir die Patientin P14. Die
Lange der Wildtyp-PCR-Produkte betrug ca. 8800 bp bzw. 1346 bp, wahrend die PCR-Pro-
dukte des SV-tragenden Allels 115 bzw. 137 bp lang waren. Fir die Expressionsanalyse von
RASA4 wurden drei verschiedene Primerpaare designt. Das dritte Paar (RASA4_gPCR_F3,
RASA4 _gPCR_R3) entspricht dem durch Malone et al. publiziertem (91).

Tabelle 5 Primer fiir die gPCR
Primer-Name Primer-Sequenz Hybridisierungs-Temperatur
CREBBP_gPCR _F AGTAACGGCACAGCCTCTCAGT

CREBBP_gPCR_R CCTGTCGATACAGTGCTTCTAGG 60°C
DKK1_gPCR_F CGTCACGCTATGTGCTG 50°C
DKK1_gPCR_R GTTTCCTCAATTTCTCCTCGG
RASA4_qPCR_F1 GAGATCCACCTGCGGCTG 530
RASA4_gPCR_R1 GATGTGCCATTGCGGTCC

RASA4_qPCR_F2 CTACGCTGCTCTGTGCTG 567G
RASA4_gPCR_R2 GGTAGCATGACTTCTTCACG
RASA4_gPCR_F3 AGCGCAGCTCGCTGTACATC 62°C

RASA4 gPCR_R3 GAGTACCAAGTGCACCTGCC
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2.1.4 Chemikalien und Reagenzien, Puffer und Losungen

In der folgenden Tabelle 6 werden alle Chemikalien und Reagenzien sowie deren Hersteller

aufgelistet, die in dieser Arbeit genutzt wurden. Standard-Chemikalien werden nicht gesondert

aufgelistet.

Tabelle 6 Chemikalien und Reagenzien, Puffer und Lésungen

Name der Chemikalie

Hersteller

TMDTT

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

50XTris-Acetat-EDTA

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Agarose fur die Gelelektrophorese

Biozym LE, Hessisch Oldendorf, Deutschland

CoralLoad PCR Puffer, 10x

QIAGEN, Hilden, Deutschland

DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

DNase | QIAGEN, Hilden, Deutschland

dNTP Mix, 10mM Promega, Madison, WI, USA

Ethanol VWR Chemicals, Fontenay-sous-Bois, Frankreich

GeneRuler 1kb Plus Ladder (100)

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

Gel Loading Dye, Purple (6X)

New England BioLabs, Ipswich, MA, USA

GelPilot 1 kb Ladder

QIAGEN, Hilden, Deutschland

GelPilot 1 kb Plus Ladder

QIAGEN, Hilden, Deutschland

GoTaq qPCR Master Mix

Promega, Madison, WI, USA

Histopaque-1077 (Ficoll)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Isopropanol VWR Chemicals, Fontenay-sous-Bois, Frankreich
LongAmp Hot Start Taq 2X Master Mix New England BioLabs, Ipswich, MA, USA
MgCl2 QIAGEN, Hilden, Deutschland

Midori Griin Advance DNA Stain

NIPPON Genetics Europe GmbH, Duren, Deutschland

M-MLV Reverse Transkriptase

Promega, Madison, WI, USA

M-MLV RT 5X Puffer

Promega, Madison, WI, USA

Nuklease-freies Wasser

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Dulbecco’s Phosphatgepufferte Salzl6-
sung ohne CaClz und MgClz

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Precision Blue Real-Time PCR Dye
(200x)

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

QIAGEN 10x concentrated PCR Puffer

QIAGEN, Hilden, Deutschland

Quick-Load 100bp DNA Ladder

New England BioLabs, Ipswich, MA, USA

Random Primer Mix

Promega, Madison, WI, USA

RDD Puffer

QIAGEN, Hilden, Deutschland

Recombination Rnasin Ribonuclease In-
hibitor

Promega, Madison, WI, USA

Rnasin Ribonuklease Inhibitor

Promega, Madison, WI, USA

Taq DNA Polymerase

QIAGEN, Hilden, Deutschland
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2.1.5 Kits

Fir diese Arbeit wurden die in Tabelle 7 genannten Kits genutzt.

Tabelle 7 Kits

Name des Kits

Hersteller

BigDye Terminator Version 3.1 Zyklus-Sequen-
zierungskit

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

Bionano Prep DLS Labeling Kit

Bionano Genomics, San Diego, CA, USA

SP Bionano Prep Blood and Cell Culture DNA
Isolation Kit

Bionano Genomics, San Diego, CA, USA

Bionano SAPHYR CHIP G2.3

Bionano Genomics, San Diego, CA, USA

DyeEx 2.0 Spin Kit

QIAGEN, Hilden, Deutschland

SureSelect Human All Exon V5+UTR Kit

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA

TruSeq Total RNA Sample Preparation Kit

lllumina, Inc., San Diego, CA, USA

QIlAquick Gel Extraction Kit

QIAGEN, Hilden, Deutschland

QuantiTect Primer Assay

QIAGEN, Hilden, Deutschland

Qubit dsDNA Broad Range Assay Kit

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kit

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

RNeasy Mini Kit

2.1.6 Instrumente und Ausstattung

QIAGEN, Hilden, Deutschland

Die folgende Tabelle 8 stellt die flr diese Arbeit verwendeten Instrumente dar. Dabei werden

Standardinstrumente nicht aufgefihrt.

Tabelle 8 Instrumente

Name des Instruments

Hersteller

ABI Prism 3130XL Genetic Analyzer

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Biometra Standard Power Pack P25

Biometra, Analytik Jena, Jena, Deutschland

Bionano Saphyr Optical Genome Mapping Instru-
ment

Bionano Genomics, San Diego, CA, USA

CFX284 Touch Real-Time PCR Detection System

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Gel iX20 Imager

intras, Gottingen, Deutschland

HiSeq2500 Sequencing System

lllumina, San Diego, CA, USA

Mini-Zentrifuge Spectralfuge 3-1810

neolab, Heidelberg, Deutschland

NanoDrop ND 1000 Spectrophotometer

Peglab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland

Prazisionswaage 824

Kern & Sohn, Balingen, Deutschland

Qubit 2.0 Fluorometer

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

Rotator Intelli-Mixer RM-2M

ELMI, Riga, Lettland

Thermocycler T-Gradient Thermoblock

Biometra, Analytik Jena, Jena, Deutschland

ThermoMixer C

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vi-CELL BLU Cell Viability Analyzer

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY, USA
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2.1.7 Software

Die verwendete Software ist in Tabelle 9 aufgelistet. Dabei wird Standardsoftware nicht ge-

nannt.

Tabelle 9 Software

Software

Hersteller

bamstats04

Babraham Bioinformatics, Cambridge, UK

bcl2Fastq v2.19.0

lllumina, San Diego, CA, USA

bedtools v2.16.2

Quinlan Lab, Salt Lake City, UT, USA

Bionano Access Version 1.5.2

Bionano Genomics, San Diego, CA, USA

Bionano Solve Version 3.5.1

Bionano Genomics, San Diego, CA, USA

BioRender Version 2025

BioRender, Toronto, Kanada

CFX Maestro Software

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Chromas Version 2.6.6

Technelysium DNA Sequencing Software, South Bris-
bane, Australien

Broad Institute of MIT and Harvard, Cambridge, MA,

GATK v4.1.4.1 USA
GEL iX20 Imager Intas, Géttingen, Deutschland
Microsoft Office Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

NanoDrop 1000

Peglab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland

platypus v0.8.1

Wellcome Trust Centre for Human Genetics, Oxford, UK

Sequencing Analysis Software

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

trimmomatic v0.33

Usadel Lab, RWTH Aachen, Deutschland

VarScan2 v2.3.9

The Genome Institute, St. Louis, MO, USA
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2.1.8 Online-Datenbanken

Genutzte Online-Datenbanken und Algorithmen werden in Tabelle 10 aufgefuhrt. Durch die
kontinuierliche Verwendung der Datenbanken zwischen 03/2021 und 12/2021, kann kein ex-
klusives Datum des Zugriffs genannt werden. Sollten Daten zu einem bestimmten Zeitpunkt

extrahiert worden sein, wird dies beschrieben.

Tabelle 10 Online-Datenbanken und Algorithmen

Name URL

BLAT http://wvyw.genome.ugsc.edu/cg-bin/thIat?hgsid=1518308415_
D3BKQjbgbRNEZISpi4087N810ASI&command=start

Bloodspot https://www.fobinf.com/

Blueprint https://www.blueprint-epigenome.eu/

ClinVar https://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar/,
heruntergeladen am 12.02.2019

N

dbVar https://www.ncbi.nim.nih.gov/dbvar

DGV http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home

GeneCards https://www.genecards.org/

GeneHancer Version 5.0 https://genehancer-staging.azurewebsites.net/

HPO https://hpo.jax.org/app/

IARC-TP53 https://tp53.cancer.gov/

KEGG Pathway Database

https://www.genome.jp/kegg/pathway.html

LOVD

https://www.lovd.nl/

MalaCards https://www.malacards.org/
Proteinatlas https://www.proteinatlas.org/
PubMed https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/
Silencer DB https://health.tsinghua.edu.cn/

UCSC Genome Browser

http://genome.ucsc.edu/

venny

https://bicinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/
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2.2 Methoden

Im Folgenden werden die flir diese Arbeit angewandten Methoden beschrieben. Dazu zahlen
WGOM und die Methoden zur Verifizierung der identifizierten SVs.

2.2.1 Analyse von strukturellen Varianten durch optische Gesamt-
Genomkartierung
WGOM ermoglicht eine Detektion von SVs (92). Dabei wird, im Unterschied zu zum Beispiel
NGS, keine exakte Basensequenz ermittelt, sondern bestimmte DNA-Sequenzen markiert, die
in ihrer Gesamtheit eine hochaufldésende Karte Uber das Genom bilden. So ist es mdglich,
lange, mittels NGS nicht detektierbare strukturelle Varianten auch in repetitiven und hoch-
komplexen DNA-Regionen zu erfassen. Im ersten Schritt muss dafiir intakte, hochmolekulare
DNA (>150 kbp) aus Blut oder Fibroblasten des erkrankten Kindes bzw. dessen Eltern isoliert
werden. Im weiteren Verlauf werden Markierungen mithilfe des Direct Label Enzyms 1 (DLE-
1) an ein sechs Basenpaare langes Sequenz-Motiv der DNA eingebracht. Schlielich wird die
DNA auf eine Flusszelle geladen und eine Spannung angelegt, durch die die DNA zunachst
linearisiert wird und dann durch Nanokanale lauft, wo die Fluoreszenzsignale aufgenommen
werden. Im Vergleich zu einem Referenzgenom werden dann die detektierten
Fluoreszenzmuster der einzelnen DNA-Molekile den verschiedenen
Chromosomenabschnitten zugeordnet. Dabei stellt eine Diskrepanz ein Anzeichen fir eine
strukturelle Variante dar (92). Im Folgenden werden die einzelnen Schritte des WGOM

ausfihrlich beschrieben.

2.2.1.1 Extraktion hochmolekularer DNA

Im Rahmen der Studie standen PBMCs der Patient*innen und deren Eltern zur Verfiigung,
welche durch eine Mitarbeiterin des Labors vorbereitet und fiir diese Arbeit genutzt wurden.
Die Isolation von PBMCs aus dem Blut erfolgte mit Hilfe des Ficoll-Verfahrens, basierend auf
Dichtegradientenzentrifugation. Dieser Schritt wurde gemafR dem etablierten Protokoll in un-
serer Arbeitsgruppe (Stand 20.01.2020) durchgeflihrt. Nach der Zentrifugation wurden die mo-
nonuklearen Zellen an der Grenzflache zwischen Plasma und Ficoll-Paque entnommen, ge-
waschen und in Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) (Dulbecco’s Phosphate Buffered Sa-
line ohne CaCl, und MgCl,) resuspendiert (93).

Fur die Extraktion hochmolekularer DNA wurde das Bionano Prep SP DNA Isolation Kit von
Bionano Genomics nach Herstellerangaben (Bionano Prep SP Frozen Human Blood DNA Iso-
lation Protocol) verwendet (94). Zunachst wurde die Zellzahl der Probe, bestehend aus kryo-
konservierten PBMCs, BMNCs oder Fibroblasten, bestimmt. Dazu wurden die Zellen zunachst
in 5 mlI PBS aufgetaut und mit Hilfe des Vi-CELL BLU Cell Viability Analyzer (Beckman Coulter)
gezahlt. Der Zellsuspension wurden 1,5 Mio. viable Zellen fir die DNA-Extraktion enthommen
und durch Zentrifugieren bei 600 xg und Raumtemperatur (RT) pelletiert. Nachdem der Uber-

stand verworfen wurde, wurde das Zellpellet vorsichtig in 40 ul DNA-stabilisierenden Puffer,
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bestehend aus dem durch Bionano Genomics zur Verfligung gestellten Zell-Puffer und DNA-
Stabilisator, resuspendiert und in ein Protein LoBind Reaktionsgefal® tibertragen. Zu den Zel-
len wurde 50 pl Proteinase K und 20 ul Ribonuklease A (RN-ase) gegeben und das Gemisch
bei RT fur drei Minuten inkubiert. Als nachstes wurden 225 pul Lyse-und Bindungspuffer (LBB)
zugefigt und die Probe bei 10 rpm auf dem Intelli-Mixer bei RT flr 15 Minuten inkubiert. An-
schlie®end wurden 10 ul einer 100 mM Phenylmethylsulfonylfluorid-Lésung (PMSF) hinzuge-
geben, die Probe flinfmal vorsichtig invertiert und fir zehn Minuten bei RT inkubiert. Um die
DNA zu fallen, wurden eine Nanobind Disk und 340 ul >99% Isopropanol in jedes Reaktions-
gefall hinzugefugt. Nach funfmaligem Invertieren des ReaktionsgefaRes und Inkubation
bei10 rpm und RT auf dem Intelli Mixer wurde die Probe fir 15 Minuten bei RT inkubiert. Durch
Zugabe des Isopropanols wurde die hochmolekulare DNA gefallt, welche sich dann um die
Nanodisk winden konnte und als farbloser-weillicher Faden sichtbar wurde. Um die DNA zu
waschen, wurde die durchsichtige Reagenzgefal’halterung auf dem Kopf stehend mit ihrer
magnetischen Basis verbunden und langsam aufgerichtet, sodass die Disk mit der DNA am
Magneten gebunden blieb und der Uberstand abgenommen werden konnte. Dieser Vorgang
wurde nach jedem Waschschritt mit einmal 700 pl Waschpuffer 1 (Ethanol-Konzentration im
Waschpuffer 60,61%) und zweimal 500 pyl Waschpuffer 2 (Ethanol-Konzentration im Wasch-
puffer 60%) wiederholt. Anschlieend wurde die Disk mit der daran gebundenen DNA mit ei-
nem magnetischen Stab in ein frisches Protein LoBind Reaktionsgefal} transferiert, bei bis zu
2000 xg und RT fur 5 Sekunden zentrifugiert und die Uberschussige Flussigkeit entfernt. Um
die DNA von der Nanodisk zu eluieren, wurde diese fiur 20 Minuten in 110 pl Elutionspuffer
inkubiert. Die DNA-L&sung wurde mit einer breiten Pipettenspitze vorsichtig in ein neues Re-
aktionsgefaly uberfuhrt und bei 10 rom und RT fur 1 Stunde und 15 Minuten auf dem Intelli-
Mixer homogenisiert. Die hochmolekulare DNA wurde flr mindestens 24 Stunden bei 4°C ho-

mogenisiert und spater bei dieser Temperatur gelagert (94).

2.2.1.2 Messung der DNA Konzentration durch Qubit dsDNA BR Assay

Fir die Bestimmung der Konzentration der hochmolekularen DNA wurden das dsDNA Broad
Range Assay Kit und das Qubit 2.0 Fluorometer verwendet (95). Aufgrund der hohen Viskosi-
tat der DNA-L6sung wurden zur Konzentrationsbestimmung je Probe drei Messungen durch-
gefliihrt, wobei DNA-LOsung von drei unterschiedlichen Positionen im Reaktionsgefald entnom-
men wurde und der Mittelwert aus den drei Messwerten fur die weiteren Analysen genutzt
wurde. Die Entnahme der DNA-Probe erfolgte mit Hilfe einer Direktverdrangungspipette und
Kapillarkolbenspitzen, die besonders prazise Ergebnisse beim Pipettieren viskdser Flissigkei-
ten erlauben. Zunachst wurde fur die Arbeitslésung das Qubit dsDNA Broad Range Reagenz
1:200 im Qubit dsDNA Broad Range Puffer verdiinnt. Dann wurden die Proben vorbereitet.
Fir die Standardkontrollen wurden von der fertigen Losung je 10 pl des Qubit Standards 1
bzw. 2 in die jeweiligen Reaktionsgefale vorgelegt und 190 pl Arbeitsldsung hinzugefigt. Von

den zu messenden Proben wurde 2 pl DNA-L6sung, wie oben beschrieben, enthommen und
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198 ul Arbeitslésung hinzugefligt. Nach einer zweiminitigen Inkubation bei RT wurden zu-
nachst die Standardkontrollen 1 und 2 am Qubit 2.0 Fluorometer gemessen, um eine Stan-
dardkurve zu erhalten anhand derer die Konzentration der Proben bestimmt wurde. Danach
wurden die DNA-Proben gemessen. Nur Proben, bei denen die mittlere DNA-Konzentration
zwischen 36 und 150 ng/ul lag und die Variantenkoeffizienz <0,25 zwischen den 3 Messwerten

betrug, konnten fir die weiterfihrenden Untersuchungen genutzt werden.

2.2.1.3 Markierung der hochmolekularen DNA

Um die DNA zu markieren, wurden das Bionano Prep Direct Label and Stain (DLS)-Kit nach
Herstellerangaben (Bionano Prep Direct Label and Stain (DLS) Protocol) verwendet (96). Die
Durchfiihrung wird im Folgenden kurz erldutert. Das Enzym DLE-1 lagert dabei das Fluorophor
DL-Grun kovalent an ein spezifisches, 6 Basenpaare langes Sequenzmotiv der DNA an, ohne
deren Struktur zu zerstdren. Auf einer Lange von 100 kbp finden sich dann 8—15 Markierun-
gen. Zunachst wurden 750 ng der hochmolekularen DNA in ein Reaktionsgefal® gegeben und
fur ein finales Reaktionsvolum von 21 ul ggf. mit Nuklease-freiem Wasser aufgefillt. Dann
wurden 6 pl 5x DLE-1 Puffer, 1,5 ul 20x DL-Grin und 1,5 pl 20x DLE-1 Enzym hinzugegeben
und die Probe bei 37°C flir zwei Stunden vor Licht-Exposition geschiitzt inkubiert. Anschlie-
Rend wurde ein Proteinase K-Verdau durchgefiihrt. Dazu wurde 5 ul Proteinase K hinzugeftigt
und die Probe bei 50°C fiir 30 Minuten inkubiert. Zur Aufreinigung der DNA, wurden zunachst
25 ul 1x DLE-1-Puffer ins Zentrum einer Vertiefung einer DLS-Mikroplatte gegeben und mit
Hilfe einer Pinzette eine DLS-Membran darliber platziert. Auf die Membran wurde daraufhin
die gesamte markierte DNA pipettiert. Im Folgenden wurde die Mikroplatte verschlossen und
fir eine Stunde vor Licht geschutzt bei RT gelagert. Dieser Schritt wurde mit einer neuen
Membran wiederholt, wobei die Inkubationszeit 30 Minuten betrug. Das gesamte Volumen, ca.
35 ul, der DNA-Ldsung wurden von dem Membran-Uberstand in eines der DLS Rund-Boden-
Reaktionsgefalle transferiert. Zum Anfarben der gesamten DNA wurden 15 ul 4x Flow-Puffer,
6 yl 1M Dithiothreit, 3,5 ul DNA-Farbeldésung und 15,5 yl Nuklease-freies Wasser zur DNA-
Suspension gegeben und die Proben auf einem Intelli-Mixer bei 5 rpm und RT fir eine Stunde
inkubiert. Zum Schluss wurde erneut die Konzentration der nun markierten DNA mit Hilfe des
Qubit 2.0 Fluorometers wie oben beschrieben bestimmt. In diesem Schritt wurde an Stelle des
Broad Range-, das Hoch-Sensitivitats- (HS) Assay Kit (ThermoFisher Scientific) verwendet mit
HS Standards, dem HS Lésungs-Puffer und dem HS-Programm des Fluorometers (97). Nach
der Farbung sollte die DNA-Konzentration 412 ng/ul bei einem Variantionskoeffizienten von
< 0,25 betragen, damit sie fur weiterfiihrende Analysen genutzt werden kann. Die gefarbte
DNA wurde bei 4°C vor Licht geschutzt gelagert (96).

2.2.1.4 Beladung des Bionano Saphyr Chips
Die markierte und angefarbte DNA wurde mit Hilfe des Bionano Saphyr Optical Genome Map-

ping Gerats analysiert. Dazu wurden 8,5 ul der markierten, hochmolekularen DNA auf eine
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Flusszelle des Saphyr Chips G2.3 geladen. Nach zwei Minuten wurden 11 ul der DNA-Probe
in die Ausflussdffnungen gegeben, so dass sich die von den Offnungen ausgehenden Kanéle
der Flusszelle vollstandig fullten. AuRerdem wurden 5 pl Nuklease-freies Wasser in das Hyd-
rations-Reservoir auf der Seite der Ausflusséffnung und, bis eine flache Oberflache gegeben
war, in die Ein- und Ausflusséffnungen pipettiert. Daraufhin wurde die Flusszelle vorsichtig
verschlossen. Nach vollstandigem Beladen des Saphyr Chips wurde dieser in den Bionano
Saphyr eingespannt und die Analyse mit einem Ziel-Durchsatz von 420 Gbp und einer ange-

strebten minimalen Abdeckung von 80x gestartet (98).

2.2.1.5 Qualitatskontrolle

Sobald die Datenerhebung der Proben am Bionano Saphyr abgeschlossen war, wurde eine
erste Qualitéatskontrolle durchgefiihrt. Dazu wurden verschiedene Parameter der einzelnen
Proben Uberprift, die im Folgenden kurz vorgestellt werden (99). In Tabelle 40, Tabelle 41 und
Tabelle 42 im Anhang dieser Arbeit sind die einzelnen Qualitdtsparameter aller untersuchten
Patient*innen und deren Eltern aufgelistet. Der N50-Wert beschreibt ein Kontinuitatsmal} der
Langenverteilung. Um ihn zu berechnen werden die langsten Molekile der Untersuchung ad-
diert, bis 50% der Gesamtlange aller Molekiile erreicht sind. Die letzte dafiir addierte Molekiil-
lange entspricht dem N50-Wert. Idealerweise sollte der N50-Wert aller Molekiile =150 kbp, in
dieser Untersuchung >230 kbp liegen. Die durchschnittliche Map Rate, der Anteil der Molekule
=150 kbp, die zum humanen GRCh38-Referenzgenom (hg38) aligniert werden konnten,
sollte zwischen 70% und 90% betragen. Die durchschnittliche Markierungs-Dichte (label den-
sity) pro 100 kbp der DNA-Fragmente sollte 14—17 betragen. AuRerdem wird direkt nach Fer-
tigstellung der Datenerhebung ein ungefahrer Wert der effektiven genomischen Abdeckung
angegeben, welcher =80x bei Keimbahnproben sein sollte. Weitere Qualitatsmerkmale stel-
len die durchschnittliche positive und negative Markierungs-Varianz dar, welche den Anteil der
Markierungen der untersuchten DNA, die von der Referenz abweichen (positiv—mehr als in der
Referenz, negativ—weniger als in der Referenz) beschreiben. Die positive Markierungs-Vari-
anz sollte 3—10% betragen, wahrend die negative Markierungs-Varianz zwischen 6% und 15%
liegen sollte (99).

Entsprach eine der Proben nicht diesen Qualitdtsparametern, wurde diese von weiterfihren-
den Untersuchungen ausgeschlossen. Von besonderer Relevanz waren dabei qualitativ hoch-
wertige Daten der Indexpatient*innen. Falls es noch Restmaterial gab, wurde die Analyse mit
dem Bionano Saphyr wiederholt. Bei manchen Proben existierte jedoch nicht genug Restma-
terial, so dass eine Wiederholung nicht mdglich war. In diesem Fall wurden geringe Abwei-
chungen von den Qualitdtsparametern, beispielsweise der Proben der Eltern, geduldet. Dies

traf auf drei Proben, je eines Elternteils von P8, P17 und P20 zu.
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2.2.1.6 Analyse der DNA und Prozessieren der Daten

Abb. 4 zeigt das Verfahren des WGOM. Mit Hilfe des Bionano Saphyrs ist es mdglich, einzelne,
markierte DNA-Fragmente darzustellen. Dabei wird Gber ein Spannungsfeld die Bewegung
der DNA in der Flusszelle gesteuert, wodurch sie zunachst durch einen Gradienten aus Mikro-
und Nanostrukturen geleitet wird. Hier wird die hochmolekulare DNA linearisiert, um dann in
die Nanokanale eingefadelt zu werden. Sobald in einem Nanokanal ein einzelnes, linearisier-
tes DNA-Molekil vorliegt, wird dieses mit der hochauflésenden Saphyr Kamera aufgenom-
men. Dabei wird, wie im zweiten und vierten Schritt in Abb. 4 gezeigt ist, die DNA als Faden
mit Markierungen durch das DLE-1 Enzym sichtbar.

So kénnen mehr als 25 Gbp pro Stunde und Flusszelle abgebildet werden.

Hochauflésende Untersuchung der DNA-Fragmente des gesamten Genoms
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Abb. 4 Hochauflésende Untersuchung der DNA-Fragmente des gesamten Genoms
Schematische Darstellung der typischen Arbeitsschritte der Bionano Genomics Optischen Gesamt-Ge-
nomkartierung, einschliellich DNA-Isolation, fluoreszenter Markierung spezifischer Sequenzmotive,
Nanokanalanalyse zur Erfassung langer DNA-Molekdle, Assemblierung der optischen Karten, Vergleich
mit einer Referenzsequenz und Detektion von SVs. Hiermit erfolgt eine hochauflésende Untersuchung
der DNA-Fragmente des gesamten Genoms. Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt und
nach Bionano Genomics modifiziert (100). Die Nutzung erfolgt im Einklang mit der akademischen Li-
zenzvereinbarung von BioRender.
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Abb. 5 Darstellung einer Deletion, Insertion, Duplikation und Inversion durch Bionano Genomics
In jedem der vier Teile der Abbildung entspricht der obere Balken dem GRCh38-Referenzgenom (hg38)
und der untere dem durch die SV betroffenen Allel. Die vertikalen Striche auf diesen Balken entsprechen
den durch WGOM eingefligten Markierungen. Im oberen linken Teil der Abbildung ist der Abstand zwi-
schen zwei Markierungen auf dem Allel im Vergleich zur Referenz verringert. Zudem fehlt eine dazwi-
schen liegende Markierung. Dies spricht fir eine Deletion genetischen Materials.

Im unteren linken Teil der Abbildung besteht ein Zugewinn genetischen Materials, der sich durch einen
vergrofRerten Abstand zwischen zwei Markierungen auf dem Allel im Vergleich zur Referenz zeigt. Dies
ist bei einer Insertion der Fall. Im oberen rechten Teil der Abbildung ist eine Verdopplung von Markie-
rungen auf dem Allel im Vergleich zur Referenz gezeigt, was fur eine Duplikation spricht. Der untere
rechte Teil der Abbildung zeigt eine Umkehr von Markierungen auf dem Allel im Vergleich zur Referenz.
Dies entspricht einer Inversion. Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. Die Nutzung erfolgt
im Einklang mit der akademischen Lizenzvereinbarung von BioRender.

Anhand der einzelnen Molekiile kann mit Hilfe der Motiv-spezifischen Markierungsmuster der
Gesamt-Genom-Aufbau rekonstruiert werden. Zum Prozessieren der Rohdaten wurde die Bio-
nano Solve Software (v. 3.5.1) genutzt, welche auf dem Rechencluster der Heinrich-Heine
Universitat verwendet wird.

Zur Visualisierung und Auswertung wurde die Bionano Access Software (v. 1.5.2) genutzt
(101). Die Prozessierung der Rohdaten erfolgte in zwei Schritten anhand der Standardeinstel-
lungen. Zunachst wurden die Molekile mit Hilfe des De Novo Algorithmus zu sogenannten
Molecule Maps angeordnet, die dann im nachsten Schritt gegen das GRCh38-Referenzgenom
abgeglichen wurden. Im Folgenden wurden anhand dieser Molecule Maps Abweichung zur
Referenz detektiert, die strukturelle Varianten, wie Deletionen (=500 bp), Insertionen (=
500 bp), Duplikationen, Inversionen und Translokationen, darstellen (102).

Dabei handelt es sich um eine Insertion, wenn, wie in Abb. 5 gezeigt ist, zusatzliche Markie-
rungen oder eine grélere Distanz zwischen zwei Markierungen im Vergleich zum Referenz-
genom detektiert werden. Hierbei ist zu beachten, dass eine Insertion auch u. U. eine Dupli-
kation sein kann, die jedoch aufgrund der Auflésung nicht als solche detektiert werden kann.
Duplikationen stellen sich, wie auf der rechten Seite zeigt, als Wiederholungen von vorhande-
nen Markierungsmustern dar. Ist die Anzahl der Markierungen oder die Distanz zwischen zwei
Markierungen reduziert, handelt es sich um eine Deletion. Von Inversionen spricht man bei
einer Umkehr des Markierungsmusters der Proben-DNA im Vergleich zur Referenz, was im

unteren, rechten Abschnitt der Abb. 5 zu erkennen ist. Als Translokationen werden solche
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Muster bezeichnet, bei denen die Markierungen auf zwei unterschiedlichen Chromosomen lie-
gen oder mehr als 5 Mbp voneinander getrennt vorliegen, wobei es sich bei Letzteren eher um
intrachromosomale Deletionen handelt (101).

Aulierdem ist es moglich, mit dem De novo (alignment) Algorithmus, nicht vererbte, de novo
entstandene SVs zu detektieren, indem die bei den Patient*innen identifizierten SVs in den
Bionano Genomen der Eltern abgeglichen werden (Trio Analyse). Dies war jedoch nur moéglich
fur die Proband*innen, bei denen beide Elternteile analysiert werden konnten. Neben dieser
Sequenz-basierten SV-Detektion, enthalt der De Novo Algorithmus noch den Kopienzahl-ba-
sierten Algorithmus. Hier werden anhand der Abdeckung der Genomregion unbalancierte Ko-
pienzahlveranderungen wie Zugewinne und Verluste detektiert, die =500 kbp sind (102).

Mit Hilfe des Varianten Annotations Algorithmus, werden die detektierten SVs annotiert und
gefiltert. In die flr diese Arbeit durchgefiihrten Analysen wurden Insertionen und Deletionen
mit einer minimalen Lange von 500 bp einbezogen. Varianten wurden inkludiert, wenn =
5 Molekdle sie unterstitzten. Hierbei wurde flr die Falle, bei denen ein oder beide Elternteile
analysiert wurden, die Duo oder Trio-Annotation ausgewahlt. Dazu werden die bei der*dem
Indexpatient*in identifizierten SVs mit denen der Eltern abgeglichen. So erhalt man die Infor-

mation, ob eine SV von einem der Elternteile vererbt wurde oder de novo entstanden ist (103).

2.21.7 Auswertung und Interpretation
Im nachsten Schritt wurden nun die Daten ausgewertet und die identifizierten SVs bewertet.
Zunachst wurden dazu Filterkriterien angewandt, um falsch-positive SVs, Polymorphismen so-

wie Artefakte zu exkludieren. Der Langen- und KonfidenZfilter wurde wie folgt angewandt:

Tabelle 11 Langen- und Konfidenzfilterkriterien

SV-Typ Minimale Lange Konfidenzscore
Insertion 500 bp 0,1

Deletion 500 bp 0,1

Duplikation -1

Inversion 0,1
Translokation 0,1

Als Nachstes wurden die SVs inkludiert, die in weniger als 1% der von Bionano Genomics zur
Verfigung gestellten Kontrollen vorkamen. Diese umfassen Proben von nicht verwandten, of-
fenbar gesunden Personen (103). Um weitere Polymorphismen zu filtern, wurden die detek-
tierten Varianten mit der dbVar Datenbank des National Center of Biotechnology Information
NCBI fur Varianten >50 bp, und der Database of Genomic Variants, (DGV)-abgeglichen (70).
Die Datenbanken geben Rickschluss auf das Vorkommen von u. a. SVs (Deletionen, Dupli-
kationen, Inversionen) in der Normalbevdlkerung und ermdglichen so die Differenzierung zwi-
schen selteneren SVs und Polymorphismen (=1% der Normalbevdlkerung). Bei der Betrach-
tung wurde auf eine Uberlappung der detektierten SV mit der in den Datenbanken beschrie-

benen SV geachtet. Es wurde geprift, ob die SV-Typen einander entsprechen und ob eine
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vergleichbare Basenpaar-Lange vorliegt. Im nachsten Schritt wurden die verbliebenen SVs
manuell analysiert, indem deren Plausibilitdt anhand der Betrachtung der einzelnen Karten
geprift wurde. Dabei wurde auf das Fehlen (Deletion) oder das zusatzliche Vorkommen (In-
sertion, Duplikation) sowie die korrekte Verknupfung der Markierungen (Inversion, Transloka-
tion) zwischen den einzelnen Karten geachtet. Varianten wurden, wenn sie in Regionen mit
zahlreichen Molekulabbriichen lokalisiert waren, exkludiert. AuRerdem wurden die SVs aus-
geschlossen, die in Zentromer- und Telomer-Regionen sowie in segmentalen Duplikationen
oder Genomischen Licken (Gaps) vorkommen, basierend auf der Bionano Genomics hg38
DLE-1 mask Information.

Im nachsten Schritt wurden zu den SVs verschiedene genetische und biologische Informatio-
nen mit Hilfe von verschiedenen Datenbanken annotiert. Zunachst wurde tberpriift, ob die SVs
mit Genen Uberlappen. Hierzu dienten die durch Bionano Genomics zur Verfligung gestellten
Informationen der hg38 RefSeq Curated Regions, die mit einer Prazision von 20 kbp die Uber-
lappung mit Genen angeben (104). Zusatzlich wurde jede Region manuell im UCSC Genome
Browser Uberprift, wobei die Datenbank NCBI RefSeq and Ensembl transcripts from the
MANE Project (v1.0) genutzt wurde (105). Mit Hilfe dieser Daten konnte die genaue Lokalisa-
tion der SVs differenziert werden: Gen-betreffend (intronisch und exonisch) und nicht Gen-
betreffend (intergenisch). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Bruchpunkte der SVs, die
die Bionano Genomics Software ausgibt, keine exakten genomischen Angaben sind, sondern

vielmehr einen Bereich angeben, in dem die SV lokalisiert ist.

Bionano Referenz |} | |
Genomics

Allel
ucsc Scale 2 kbl | hg3s
Genome chrg: 125,186,000| 125,187,000] 125,188,000] 125,189,000] 125,190,000]
Browser PPPEC ([ . L

publizierte | publizierte Varianten

Deletion, £
2609 bp lang T

Abb. 6 Lokalisation der Bruchpunkte am Beispiel einer Deletion auf Chr9 (g33.3) im ersten Intron
des PPP6C-Gens

Im oberen Teil der Abbildung ist die optische Genomkartierung des Patienten P12 im Bereich
Chr9:125,185,009-125,190,453 bp (hg38) dargestellt. Der oberste, griine Balken entspricht der Kartie-
rung des GRCh38-Referenzgenoms und der darunter gezeigte, blaue der Kartierung des von der Dele-
tion betroffenen Allels. Deutlich wird, dass zwei Markierungen auf dem Allel im Vergleich zur Referenz
fehlen und der Abstand zwischen den verbleibenden Markierungen verkirzt ist. Dies entspricht einer
ca. 2650 bp grofRen Deletion.

Der untere Teil der Abbildung zeigt in hellblau die durch WGOM erfasste Region, die das erste Exon
und erste Intron des PPP6C-Gens umfasst. Anhand der Lokalisation der im WGOM fehlenden Markie-
rungen kann geschlussfolgert werden, dass der dunkelblau markierte Bereich sicher deletiert ist. Au-
Rerdem sind bereits in der Literatur beschriebene SVs in der Region angezeigt, die durch die roten
Balken ganz unten reprasentiert werden. Darunter ist eine 2609 bp grof3e Deletion, um die es sich mog-
licherweise bei der im Patienten P12 detektierten Deletion handelt. Diese Abbildung wurde mit BioRen-
der.com erstellt. Die Nutzung erfolgt im Einklang mit der akademischen Lizenzvereinbarung von Bio-
Render.
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Fur Deletionen wird die genomische Position der dufieren Markierungen angegeben, zwischen
denen sich die SV befindet. Fir Duplikationen wird die Lokalisation der auf3eren duplizierten
Markierungen angegeben, wobei die tatsachlichen Bruchpunkte meist Gber diese Region hin-
ausreichen. Daher ist oftmals nicht eindeutig, ob eine SV tatsachlich mit einem Exon tberlappt,
um dies kenntlich zu machen wird in dieser Arbeit der Begriff ,potentiell exonisch® verwendet.
Abb. 6 gibt ein Beispiel fiir eine Deletion auf Chr9 (q33.3). Der hellblau markierte Bereich ent-
spricht der ca. 5,5 kbp langen Region zwischen den aufleren, erhaltenen Markierungen, in
welchem das erste Exon sowie das erste Intron des Gens PPP6C lokalisiert sind.

In dieser Region befindet sich die ca. 2,7 kbp lange Deletion. Die auf dem Allel im Vergleich
zur Referenz fehlenden Markierungen ermdglichen einen Rickschluss auf den deletierten Be-
reich. Die Region zwischen den fehlenden Markierungen ist dunkelblau gefarbt. Sie ist sicher
deletiert. Die tatsachlichen Bruchpunkte der Deletion befinden sich also zwischen den aul3e-
ren, erhaltenen Markierungen und den inneren, fehlenden Markierungen. Im in Abb. 6 gezeig-
ten Beispiel konnte diese Annahme durch eine von Conrad et al. publizierte Variante bestatigt
werden (106).

Aulerdem wurde Uberpriift, ob die SVs mit bekannten regulatorischen Elemente Uberlappen.
Dies wurde mit Hilfe der GeneHancer (Version 5.7) Datenbank im UCSC Genome Browser
untersucht (107). GeneHancer fasst die bisher durch die Encyclopedia of DNA Elements (EN-
CODE), die Ensembl Datenbank (Version 82), die functional annotation of the mammalian
genome (FANTOM) Datenbank und den VISTA Enhancer Browser beschrieben regulatorische
Elemente zusammen und stellt auch die Verbindung zu beeinflussten Genen her (76). Bedeut-
sam ist zudem der gewebespezifische Effekt regulatorischer Einheiten. Fir diese Arbeit waren
Enhancer und Promoter interessant, die auf die Genexpression im Ausgangsgewebe der Tu-
morerkrankung einwirkten. Fir Kinder, die an hamatologischen Krebserkrankungen litten, wur-
den aulRerdem epigenetische BLUEPRINT Daten in die Analysen einbezogen (108).

Nach der Annotation der SVs wurden zunachst jene naher betrachtet, die mit bekannten KPGs
Uberlappen. Die Liste der untersuchten Gene umfasste solche KPGs, die von Zhang et al. als
ursachlich flr autosomal-dominant und autosomal-rezessiv vererbte KPSs und als Tumorsup-
pressor-Gene beschrieben wurden. Zudem wurden Gene, die mit RASopathien assoziiert sind,
einbezogen (Gruppe 1) (12, 109-111). Dartber hinaus wurden Gene inkludiert, die in verschie-
denen anderen Keimbahnstudien oder durch ihre Kodierung fiir diverse Kinasen eine Assozi-
ation zu Krebs-Pradisposition aufwiesen (Gruppe Il). Weiterhin wurden Gene aufgelistet, in
denen wahrscheinlich Krebs-pradisponierende Keimbahnvarianten beschrieben wurden
(Gruppe 1lI) (12, 40, 56, 111). Im nachsten Schritt wurde flr jede potentiell exonisch oder int-
ronisch lokalisierte SV, die nicht mit einem KPG Uberlappt, eine umfangreiche Recherche zur
Funktion und moglicher Krankheitsassoziation des Gens durchgefiihrt. Die Plattform Gene-

Cards (Version 5.10.0) nutzt dafur Daten von z. B. UniProtKB oder der Entrez Molecular Se-
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qguence Database, welche u. a. Aufschluss Uber die Proteinstruktur und -funktion, die Expres-
sion in verschiedenen Geweben und die Auswirkung von Varianten in den Genen geben (112-
114). MalaCards (Version 5.10.0.601) beschreibt detailliert Syndrome und Krankheitsbilder
sowie damit assoziierte Gene (115). Um die Expression der betroffenen Gene im Ausgangs-
gewebe der Tumorerkrankung bzw. in Leukdmien zu erfassen, wurden die Plattformen The
Human Protein Atlas (Version 21.1) und Bloodspot verwendet (116, 117). Die Rolle von Genen
innerhalb fir Krebserkrankungen relevanter Signalwege wurde mit Hilfe der KEGG Pathway
Datenbank ermittelt (118). Da viele Patient*innen zuséatzlich zur Tumorerkrankung phanotypi-
sche Auffalligkeiten zeigten, wurde die Assoziation dieser zu potentiell betroffenen Genen mit-
tels Human Phenotype Ontology (hpoweb@1.7.15) ermittelt (119). Alle Ubergeordneten wie
auch detaillierten Fragestellungen u. a. zu der Funktion der Proteine, deren Zusammenwirken
in Bezug auf Tumorerkrankungen, den Auswirkungen veranderter Expression und der Publi-
kation von Keimbahn- und somatischen Varianten sowie deren Wirkung wurden zudem mittels
PubMed der National Library of Medicine recherchiert (120).

Abb. 7 zeigt eine zusammenfassende Ubersicht (iber den Arbeitsablauf des Filterns der durch
WGOM detektierten SVs. Nachdem die Qualitatskontrolle der Daten u. a. anhand des N50 der
Molekulldnge, der Dichte der Markierungen und der Abdeckung vorgenommen wurde, konnte
je nach Verfugbarkeit des Materials der Eltern eine Trio-, Duo- oder Singelanalyse durchge-
fuhrt werden. Mehrere Tausend SVs wurden in jedem Patienten und jeder Patientin identifi-
ziert. Diese wurden u. a. nach den auf der rechten Seite in Abb. 7 ersichtlichen Kriterien gefil-
tert, was die mittlere Anzahl der SVs pro Patient*in auf 64 + 24,2 verringerte. Nach der manu-
ellen Exklusion von Artefakten verblieben im Mittel 53 + 21,8 zu untersuchende SVs pro Pati-
ent*in. Diese konnten anschlieend in de novo entstandene, mit einem KPG lberlappende

und alle weiteren SVs differenziert werden.
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Abb. 7 Arbeitsschritte zur Uberpriifung und Filterung der mittels WGOM detektierten SVs

Gezeigt sind die Arbeitsschritte, die zu einer Filterung und Uberpriifung der durch WGOM detektierten
SVs beitragen. Es erfolgt zunachst eine Qualitatskontrolle nach den in 2.2.1.5 erlduterten Kriterien. Je
nach Verflgbarkeit genetischen Materials der Eltern kénnen Trio- (Material der Patient*innen und beider
Elternteile), Duo- (Material der Patient*innen und eines Elternteils) und Single-Analysen (Material der
Patient*innen) erfolgen. Vor Anwendung der in 2.2.1.7 erklarten Filterschritte betrug, wie links gezeigt
ist, die mittlere Anzahl der SVs pro Patient*in ca. 5800. Durch die Filterkriterien konnte diese auf 64

reduziert werden. Nach Exklusion von Artefakten wurden im Mittel 53 SVs pro Patient*in ausgewertet.

In Trio-Analysen konnten de novo entstandene SVs identifiziert werden. Weiterhin wurden SVs in KPGs

betrachtet sowie alle weiteren SVs.
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2.2.2 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels Polymerasekettenreaktion
Fur die PCRs wurde einerseits die durch das Bionano Prep Blood and Cell Culture DNA Iso-
lation Kit extrahierte DNA verwendet. Diese wurde, um die Komplexitat der hochmolekularen
DNA zu verringern, mit Hilfe des Vortex Genie 2 zerkleinert.

Andererseits wurde, wie in den folgenden Kapiteln beschrieben ist, RNA extrahiert und daraus

cDNA synthetisiert, die in den PCR-Versuchen genutzt wurde.

2.2.21 RNA-Extraktion

RNA wurde mit Hilfe des QIAGEN RNeasy Mini Kits nach Herstellerangaben (121) aus diver-
sen Zelllinien und peripheren kryokonservierten PBMCs der Patient*innen, deren Eltern und
gesunder Kontrollen verwendet. Daflr wurden die Zellen zunachst mit PBS gewaschen, mit
Hilfe des Vi-CELL BLU Cell Viability Analyzers gezahlt und maximal 1*10” Zellen in RNeasy
Lysis (RLT) Puffer, der mit 1M Dithiothreitol (DTT) versetzt wurde, lysiert. Um die Plasma-
membranen zu zerstéren, wurde die Lésung mehrfach mit Hilfe der Pipette vermischt. Die
zugefugte Menge des RLT Puffers und des DTTs richtete sich dabei nach der eingesetzten
Menge an Zellen. Im Folgenden war eine Homogenisierung des Lysats notwendig, um dessen
Viskositat zu verringern. Dabei wurden die hochmolekularen Zellanteile getrennt, indem die
Lésung in QlAshredder spin Saulen gegeben und fir zwei Minuten bei RT und maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert wurde. Das Lysat wurde in einem Reaktionsgefal® aufgefangen
und mit einem Volumen 70-%igen Ethanol versetzt. Das Gemisch wurde in einer RNeasy spin
Saule mit einem Auffanggefal} platziert und flr 15 Sekunden bei RT und 8000 xg zentrifugiert,
wobei der Durchfluss entfernt werden konnte. Im Folgenden wurde ein DNase Verdau vorge-
nommen, wozu zunachst eine Waschung mit 350 yl RW1 Puffer erfolgte. Danach wurde die
Membran der Sdule mit einem Gemisch aus 10 yl DNase | stock Lésung und 70 yl RDD Puffer
fir 15 Minuten bei RT inkubiert, bevor ein weiterer Waschschritt mit 350 ul RW1 Puffer folgte.
Anschlieend wurde die Membran der Saule in zwei Schritten mit jeweils 500 yl RPE Puffer
gewaschen, um sicher zu stellen, dass keine Ethanolreste mehr vorhanden waren. Nachdem
auch der RPE Puffer vollstandig entfernt wurde, konnte die RNA durch die Zugabe von 30—
50 pl Nuklease-freiem Wasser und das Zentrifugieren fir eine Minute bei 8000 xg und RT elu-
iert werden (121).

2.2.2.2 Konzentrationsbestimmung der RNA

Im Anschluss wurde die RNA-Konzentration spektrophotometrisch nach Herstellerangaben
mit Hilfe des NanoDrops bestimmt (122), wobei dieser aufgrund des gleichen Absorptionsma-
ximums keine Differenzierung zwischen RNA und DNA zuldsst. Das Absorptionsmaximum von
Nukleinsauren entspricht ca. 260 nm (A260), wahrend Proteine ein Absorptionsmaximum von

ca. 280 nm (A280) aufweisen. Somit ist eine Differenzierung der beiden Absorptionsmaxima,
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damit dieser Bestandteile der Losung und eine Aussage Uber deren Reinheit moglich. Anzu-
streben ist ein Verhaltnis A260/A280 von 1,8-2,0. Eine Restkontamination mit DNA ist jedoch

mit dieser Methode aus den oben genannten Grunden nicht auszuschlief3en.

2.2.2.3 cDNA-Synthese

Im nachsten Schritt wurde die extrahierte RNA in komplementdre DNA (cDNA) mit Hilfe einer
reversen Transkriptase umgeschrieben (vgl. Tabelle 12). Zur cDNA Synthese wurde das ent-
sprechende Volumen fiir 1 ug RNA der jeweiligen Proben mit 0,92 pl Oligo(dT) und 0,5 pl Ran-
dom Primer Mix vermischt und auf 25 yl Gesamtvolumen mit Wasser ausgefullt. Der Reakti-
onsansatz wurde zunachst fur fUnf Minuten bei 70°C inkubiert und anschlielend fur funf Minu-
ten auf Eis gekuhlt. Nachfolgend wurden ein Mastermix aus 5 pl 5x M-MLV Puffer, 1,25 pl
dNTP, 0,63 pl RNase Inhibitor und 1 pl M-MLV Reverse Transkriptase hergestellt und zum
RNA-Primermix hinzugefugt. Der Reaktionsansatz wurde schlieRlich fir 60 Minuten bei 37°C
inkubiert. Nach dem Syntheseprozess beinhaltete die Probe neben cDNA weiterhin RNA und

Nukleotide, weshalb eine Konzentrationsbestimmung nicht erfolgte. Sie wurde bei -20°C gela-

gert.
Tabelle 12 Reaktionsansatz zur Synthese von cDNA
Komponente 1x Reaktionsansatz (RNA-Primer-Mix)
1,0 uyg RNA X
Oligo(dT) 0,92 pl
Random Primer Mix 0,5 ul
Nuklease-freies Wasser 25,0 yl-0,92 yl-0,5 pl
Gesamtvolumen 25,0 ul
Inkubation bei 70°C fiir 5 Minuten und anschlielende Kiihlung auf Eis fiir 5 Minuten
Reaktionsansatz 1 25,0 pl
5x M-MLV Puffer 5,0 pl
dNTPs 1,25
RNase Inhibitor 0,63 ul
M-MLV Reverse Transkriptase 1,0 yl
Gesamtvolumen 32,88 pl

2.2.2.4 Polymerasekettenreaktionen

Mit Hilfe einer PCR kdnnen DNA-Fragmente amplifiziert werden. Hierzu wird zunachst die
DNA durch Aufspaltung der Wasserstoffbriicken zwischen den DNA-Strangen bei hohen Tem-
peraturen (96°C) denaturiert. Im Folgenden hybridisieren die Primer komplementar an die spe-
zifischen DNA-Fragmente unter sequenzspezifischen Hybridisierungstemperaturen. Im nachs-
ten Schritt erfolgt die Elongation vom 3" Ende des Primers an in 5'-3’-Richtung durch die
DNA-Polymerase, wobei die Elongationstemperatur spezifisch fur die jeweiligen Polymerasen
ist. Der Zyklus aus Denaturierung, Hybridisierung und Elongation wird 35—40x wiederholt
(123).

Fur die Elongation wurde die auferst thermostabile Thermus aquaticus (Taq)-DNA-Poly-

merase verwendet, die bei 72°C eine Extensionsrate von 2—4 kbp pro Minute aufweist.
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Durchgefiihrt wurden die PCR-Reaktionen in einem Thermozykler (Biometra Thermocycler T-
Gradient ThermoBlock), wobei zwei unterschiedliche PCR-Programme angewandt wurden.
Das erste Programm wurde bei dhnlichen Hybridisierungstemperaturen der Primer verwendet.
Hierbei konnte in allen Zyklen die gleiche Hybridisierungstemperatur genutzt werden. Im zwei-
ten Zyklerprogramm, welches als Touchdown-PCR bezeichnet wird, unterschieden sich die
Hybridisierungstemperaturen der Primer um mindestens 3°C, sodass in den ersten 15 Zyklen
die zum Primer mit der etwas héheren Hybridisierungstemperatur passende Temperatur ge-
nutzt und in den folgenden Zyklen um 3-5°C reduziert wurde.

Fur die PCR-Reaktionen im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Ansatz mit einem Reaktionsvo-
lumen von 25 pl gewahlt. Dieser beinhaltete 2,5 yl des 10x PCR Puffers (QIAGEN 10x con-
centrated PCR Buffer, QIAGEN), 0,5 ul dNTPs (dNTP Mix, 10mM, Promega), 0,1 ul der Tag-
Polymerase, je 0,5 ul des Vorwarts- und Riuckwarts-Primers und 19,9 pl Nuklease-freies Was-
ser. Es wurde 1 pl, @ 30 ng DNA eingesetzt (vgl. Tabelle 13 und Tabelle 14).

Tabelle 13 Reaktionsansatz der PCR

Komponente 1x Reaktionsansatz (Primermix)
10x PCR Puffer 2,5 ul

dNTPs 0,5 ul

Tag-Polymerase 0,1 pl

Vorwarts-Primer 0,5 pl

Ruckwarts-Primer 0,5 pl

Nuklease-freies Wasser 19,9 ul

30ng DNA 1,0 ul

Gesamtvolumen 25 ul

Tabelle 14 Ablauf der PCR

PCR-Schritt Temperatur Dauer

initiale Denaturierung 98°C 2 Minuten

Denaturierung 98°C 30 Sekunden
Primer-Hybridisierung 58°C/60°C/63°C 30 Sekunden 35 Zyklen
Elongation 72°C 30 Sekunden

finale Elongation 72°C 7 Minuten

Ende 4°C ©
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2.2.2.5 Touchdown-PCR

Die Touchdown-PCR bietet im Vergleich zur Standard-PCR die Mdglichkeit einer sehr spezi-
fischen und starken DNA-Amplifikation, wenn sich die Hybridisierungstemperaturen der Primer
um mehr als 3°C unterscheiden. Dabei wird die Temperatur der Primer-Hybridisierung in den
ersten 15 Zyklen entsprechend des Primers mit der hdheren Hybridisierungstemperatur ge-
wahlt. In den folgenden Zyklen wird diese Temperatur um 3-5°C reduziert. Dadurch kann die
Spezifitdt gesteigert werden. Bei schon zu Beginn der Reaktion niedrigeren Temperaturen
wirde der Primer mit der héheren Hybridisierungstemperatur vermehrt unspezifische Bindun-
gen aufweisen (123).

Wir verwendeten einen Reaktionsansatz mit einem Volumen von 25 ul, welches sich aus 2,5 pl
a 50 ng der zu untersuchenden DNA und 22,5 ul des Mastermixes zusammensetzte. Letzterer
bestand aus 2,5 ul 10x PCR Puffer, 0,5 ul dNTPs, 0,5 pyl MgCl,, 0,1 yl Tag-Polymerase, je
0,5 pl Vorwarts- und Ruckwarts-Primers und 17,9 yl Nuklease-freiem Wasser. In Tabelle 15
ist eine Ubersicht der Komponenten des Reaktionsansatzes und in Tabelle 16 der Ablauf der
PCR dargestellt.

Tabelle 15 Reaktionsansatz der Touchdown-PCR

Komponente 1x Reaktionsansatz (Primermix)
10x PCR Puffer 2,5 ul

dNTPs 0,5 ul

Taqg-Polymerase 0,1 ul

Vorwarts-Primer 0,5 ul

Ruckwarts-Primer 0,5 pl

MgCl2 0,5 ul

Nuklease-freies Wasser 17,9 pl

50 ng DNA 2,5l

Gesamtvolumen 25l

Tabelle 16 Ablauf der Touchdown-PCR

PCR-Schritt Temperatur Dauer

initiale Denaturierung 98°C 2 Minuten

Denaturierung 98°C 30 Sekunden
Primer-Hybridisierung 60°C 30 Sekunden 15 Zyklen
Elongation 72°C 3 Minuten

Denaturierung 98°C 30 Sekunden
Primer-Hybridisierung 57°C 30 Sekunden 20 Zyklen
Elongation 72°C 3 Minuten

finale Elongation 72°C 7 Minuten

Ende 4°C ©
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2.2.2.6 Long-range PCR

In den routinemafig angewandten PCR-Methoden kénnen DNA-Fragmente mit einer Lange
von ca. 3 kbp amplifiziert werden. M6chte man jedoch DNA-Regionen von mehreren kbp amp-
lifizieren, steht das Verfahren der Long-range PCR zur Verfiigung, mit dem Fragmente von
Uber 30 kbp vervielfaltigt werden kdnnen. Dabei wird eine spezielle DNA-Polymerase verwen-
det. Aullerdem wird eine langere Elongationszeit bendétigt, welche anhand der GroRRe des
Templates berechnet werden kann. FUr diese Arbeit nutzten wir 25 ul des LongAmp Taq 2X
Master Mixes (LongAmp Taq 2X Master Mix, New England BioLabs). Diese DNA-Polymerase
bendtigt fur die Elongation von 1 kbp 50 Sekunden. Zugegeben wurden jeweils 2,0 ul des Vor-
warts- und Rickwarts-Primers, 17,0 yl Nuklease-freies Wasser und 100ng der zu untersu-

chenden DNA. Im Folgenden ist der Reaktionsansatz und -ablauf dargestellt.

Tabelle 17 Reaktionsansatz der Long-range PCR

Komponente 1x Reaktionsansatz (Primermix)
LongAmp Taq 2X Master Mix 25 ul

Vorwarts-Primer 2,0 pl

Rickwarts-Primer 2,0 pl

Nuklease-freies Wasser 17,0 pl

100 ng DNA 4,0 pl

Gesamtvolumen 50 pl

Tabelle 18 Ablauf der Long-range PCR

PCR-Schritt Temperatur Dauer

initiale Denaturierung 94°C 30 Sekunden

Denaturierung 94°C 30 Sekunden
Primer-Hybridisierung 65°C 60 Sekunden 35 Zyklen
Elongation 65°C 50 Sekunden pro kbp

finale Elongation 65°C 10 Minuten

Ende 4°C o
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2.2.2.7 Agarose Gelelektrophorese

Im Anschluss an die PCR-Reaktionen wurden die PCR-Produkte auf ein Agarose-Gel aufge-
tragen. Das Anlegen einer Spannung ermoglichte dann die Auftrennung der DNA-Fragmente
nach ihrer GroRe. Je groRer ein DNA-Molekdul ist, desto langsamer wandert es durch das Gel
zur Anode (123). Bei der Herstellung eines Gels mit einer Agarosekonzentration von 2% wur-
den 100ml Tris-Acetat-Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) -Puffer, 2000mg Agarose und
6 ul des DNA-Farbstoffs Midori Griin verwendet. Verglichen mit dem traditionell genutzten
DNA-Farbstoff Ethidiumbromid ist Midori Griin mit einem Anregungsmaximum von 490 nm und
einer Emission bei 530 nm genauso sensitiv, jedoch weniger mutagen und nicht kanzerogen
(124). Als Elektrophorese-Puffer diente TAE. Um die PCR-Produkte auf das Agarosegel zu
laden, wurden diese mit 6X Gel Loading Dye Purple vermischt. Letzterer besteht aus einem
roten und einem blauen Farbstoff und zeigt den Fortschritt der Elektrophorese bereits mit blo-
Rem Auge an, hinterlasst aber keine Schatten unter ultravioletter (UV-) Belichtung. Um die
GroRenverhaltnisse der DNA-Fragmente bestimmen zu kénnen, wurde standardmafig eine
100 bp Ladder aufgetragen. Bei einem PCR-Produkt mit einer Lange von 1 kbp bis 10 kbp
bzw. bis 20 kbp, wurde die GelPilot 1 kb Plus Ladder bzw. die GeneRuler 1 kb Plus DNA Lad-
der genutzt. Um die Fragmente aufzutrennen, wurde durch ein Niederspannungsnetzgerat
eine Spannung von 90 V uber 60 bis 90 Minuten angelegt. Die Dokumentation erfolgte mit

Hilfe eines UV-Transilluminators.

2.2.2.8 Aufreinigung der PCR-Produkte und Sanger-Sequenzierung

Far die Anwendung der Sanger-Sequenzierung, die auch als Didesoxymethode nach Sanger
bezeichnet wird, muss ein Sequenzbereich des Molekils bereits bekannt sein. An diesen hyb-
ridisiert nach der Denaturierung der doppelstrangigen DNA ein Oligodesoxynukleotid-Primer.
Von hier aus synthetisiert eine DNA-Polymerase mit dNTPs und fluoreszenzmarkierten
ddNTPs (2°-3"-Didesoxynukleotide) einen komplementaren DNA-Strang. Beim Einbau eines
ddNTPs kommt es zum Stopp der Synthese und Kettenabbruch. Da der Einbau zufallig erfolgt,
entstehen innerhalb von ca. 30 Zyklen unterschiedlich lange DNA-Fragmente. Anhand einer
Gelelektrophorese kdnnen die entstandenen DNA-Fragmente nach ihrer Lange aufgetrennt
werden. Aus dem jeweiligen Fluoreszenzsignal der Abbruch-Nukleotide ergibt sich die kom-
plementare Basenabfolge der Matrize (123).

Um die PCR-Produkte zu sequenzieren, wurden diese aus dem Gel ausgeschnitten und die
DNA mit Hilfe des QlIAquick Gel Extraction Kit nach Angaben des Herstellers extrahiert (125).
Zur Vervielfaltigung der DNA-Fragmente wurde eine weitere PCR-Reaktion mit einem Reakti-
onsvolumen von 10 pl und das BigDye Terminator Sequenzierungskit (BigDye Terminator Ver-
sion 3.1 Zyklus-Sequenzierungskit, ThermoFisher Scientific) unter einem Einsatz von 150 ng
DNA und 3,2 pmol des Vorwarts- bzw. Rickwarts-Primers genutzt. In Tabelle 19 und Tabelle

20 sind der Reaktionsansatz und -ablauf dargestellt.
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Tabelle 19 Reaktionsansatz der BigDye Terminator Sequenzierung
1x Reaktionsansatz

Komponente

1x Reaktionsansatz

(vorwarts) (rGckwarts)

BigDye Terminator 3.1 Read

Rgac)’:ion Mix Y 4.0 404l

Vorwarts-Primer 1,0 pl -

Ruckwarts-Primer - 1,0 pl

Nuklease-freies Wasser 4,0 ul 4,0 pl

150 ng DNA 1,0 pl 1,0 pl

Gesamtvolumen 10,0 l 10,0 pl
Tabelle 20 Zyklusprogramm einer Sanger-Sequenzierung

PCR-Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 96°C 30 Sekunden

Denaturierung 96°C 30 Sekunden

Primer-Hybridisierung 55°C 30 Sekunden 27 Zyklen

Elongation 60°C 4 Minuten

Finale Elongation 60°C 7 Minuten

Ende 4°C ©

Im Anschluss wurde das Reaktionsprodukt von dem BigDye mit Hilfe des DyeEx 2.0 Spin Kits
bereinigt. Die Sanger-Sequenzierung mit Hilfe des ABI Prism 3130XL Genetic Analyzer (Ap-
plied Biosystems) wurde durch das Genomics & Transcriptomics Labor (GTL) des Biologisch-
Medizinische Forschungszentrums (BMFZ) Dusseldorf durchgefiihrt. Die qualitative Analyse
der Ergebnisse ermoglichte die Sequencing Analysis Software (Applied Biosystems). Durch
das Programm Chromas (v.2.6.6) von Technelysium DNA Sequencing Software wurde das
Elektropherogramm der Probe als graphische Darstellung der qualitativen Elektrophoresere-
sultate ersichtlich. Dabei wird die Verteilung der einzelnen Basen in ihrer Abfolge deutlich. In

Referenz zu einer die Variante nicht tragenden Probe konnten die exakten Bruchpunkte als

Abweichungen lokalisiert werden.
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2.2.3 Analyse der Genexpression auf RNA-Ebene

Bei der quantitativen Echtzeit-PCR (hier im Folgenden qPCR genannt) wird nach jedem
Amplifikationszyklus die Fluoreszenzintensitat gemessen, welche mit zunehmender Menge an
amplifizierter DNA zunimmt. Zugrunde liegt dem das Interkalieren des Fluorophors in die
doppelstrangige DNA. Somit kann die Amplifikation der DNA-Abschnitte in Echtzeit mitverfolgt
werden. Diese Methode wird u. a. eingesetzt, um die RNA-Expressionslevel von Genen zu
bestimmen (126). Dabei wird die Expression der untersuchten Gene zu Housekeeping Genen,
wie HPRT1 und GUSB, analysiert. Dabei wurden die Housekeeping-Gene so ausgewahlt,
dass sie eine gleichmaRige Expression in verschiedenen Zelltypen aufweisen. Im Folgenden
werden die Vorarbeiten, sowie die Vorgehensweise ausfiihrlich beschrieben.

Die Extraktion der RNA erfolgte wie in 2.2.2.1 beschrieben. Ihre Konzentration wurde, wie in

2.2.2.2 erklart ist, gemessen und daraus, wie in 2.2.2.3 dargestellt ist, cDNA synthetisiert.

2.2.3.1 Primer-Austestung

Bis auf die Primer fiir die Housekeeping-Gene wurden alle hier eingesetzten Primer fir die
gPCR selbst designt. Um die Spezifizitat der gPCR-Primer zu testen, wurde zunachst eine
Standard-PCR durchgefihrt. Hierzu wurden die Primer an cDNA von unterschiedlichen Kon-
trollen getestet, die das Gen, welches untersucht werden soll, exprimieren. AuRerdem wurden
die Primer an genomischer DNA getestet, um die Spezifitat der Primer fir cDNA zu Uberprufen.
Weiterhin wurde eine Wasserkontrolle mitgefuhrt. Die PCR wurde anhand des in 2.2.2 be-
schriebenen PCR-Protokolls durchgefihrt. Im Anschluss wurden die Amplifikationsprodukte
sowie eine DNA Ladder auf ein 2,0% Agarosegel, wie in 2.2.2.7 Agarose Gelelektrophorese
erlautert, aufgetragen. Im Vergleich zur DNA Ladder wurde die ProduktgroRe evaluiert und mit
der zu erwartenden Produktgrof3e abgeglichen. Falls in der genomischen DNA-Probe eben-
falls ein Produkt derselben GréRe wie in der cONA vorhanden war, zeigte dies eine Unspezi-
fitdt der Primer zur Differenzierung zwischen cDNA und genomischer DNA an und die Primer

wurden neu designt.

2.2.3.2 Quantitative Echtzeit-PCR

Fur die quantitative Echtzeit PCR wurde das GoTaq Probe qPCR Kit verwendet. Hierbei wur-
den zwei unterschiedliche Primer genutzt. Zum einen die selbstgemachten Primer, bestehend
aus einem Vorwarts- und einem Ruckwarts-Primer wie in 2.1.3 beschrieben, sowie einen
QuantiTect Primermix fir die Housekeeping Gene GUSB und HPRT1. Das Pipettierschema

fir den Reaktionsansatz ist in Tabelle 21 zusammengefasst.
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Tabelle 21 Reaktionsansatz der quantitativen Echtzeit-PCR

1x Reaktionsansatz (Primermix  1x Reaktionsansatz (Vorwarts-
Komponente

der Housekeeping Gene) und Ruckwarts-Primer)
GoTaq gPCR Master Mix 4,0 ul 4,0 ul
Vorwarts-Primer - 0,32 ul
Rickwarts-Primer - 0,32 ul
QuantiTect Primermix fir
HPRT1/GUSB 0,32 -
Presision Blue Real-Time PCR
Dye (200x) 0,03 pl 0,03 pl
Nuklease-freies Wasser 2,33 pl 2,65 pl
30ng cDNA 1,0 ul 1,0 ul
Gesamtvolumen 8,0 ul 8,0 ul

In einem Reaktionsgefal® einer 384-Well Platte wurde zunachst 1 yl cDNA der jeweiligen
Probe vorgelegt. Je Mastermix wurden die Proben in Triplikaten analysiert. Das gPCR-Pro-
gramm wurde mit dem CFX384 Touch Real-Time PCR Detection System wie folgt durchge-
fuhrt:

Tabelle 22 Ablauf der quantitativen Echtzeit-PCR

PCR-Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95°C 2 Minuten

Denaturierung 95°C 15 Sekunden
Primer-l_—lybridisierung und 60°C 1 Minute 40 ZyKlen
Elongation

Elongation 72°C 30 Sekunden

Schmelzkurve 75°C-92°C kontinuierlich

Fir eine reproduzierbare Aussagekraft wurden alle Versuche dreimal durchgeflihrt. Die Erfas-
sung sowie die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der CFX Maestro Software (Bio-Rad
Laboratories).

Zur Qualitatskontrolle wurde nach jeder PCR-Reaktion eine Schmelzkurve erstellt, womit die
Entstehung spezifischer Produkte Uberprift werden konnte. Der GoTaq qPCR Master Mix ent-
halt zu diesem Zweck BRYT Grtin, welches an doppelstrangige DNA bindet und Licht mit einer
Wellenlange von 439 nm absorbiert und bei 530 nm emittiert (127). Dieses fluoreszierende
Signal konnte durch das CFX384 Touch Real-Time PCR Detection System aufgefangen wer-
den. Mit zunehmender Temperatur dissoziiert der Farbstoff aufgrund der Denaturierung der
doppelstrangigen DNA ab und das Fluoreszenzsignal verringert sich. Die Schmelzkurve zeigt
diese Veranderung an. Die Temperatur, bei der 50% der doppelstrangigen DNA denaturiert
vorliegt, beschreibt den Schmelzpunkt (Tm). Dieser ist spezifisch flr jedes gqPCR Produkt und
wird durch die Sequenzldange und den GC-Gehalt des DNA-Fragments bestimmt (128). Ent-
standen unspezifische Produkte, zeigte die Schmelzkurve mehrere Schmelzpunkte. Deren Er-
gebnisse wurden aus den weiteren Analysen ausgeschlossen.

Als relatives Mal} fiir die Konzentration des entstandenen gPCR-Produkts dient der Schwel-
lenwertzyklus (Ct). Er ergibt sich aus dem Schnittpunkt der Amplifikationskurve mit der Schwel-

lenwertlinie der Hintergrund-Fluoreszenz und entspricht daher dem Zyklus, in dem das Signal
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jene zum ersten Mal Gberschreitet (126). Es wurden Mittelwerte der zuvor auf ihre Ahnlichkeit

Uberpriften Triplikate fur die weitere Auswertung berechnet.

2.2.3.3 Austesten der Primer/Effizienzbestimmung

Um reproduzierbare qPCR-Ergebnisse zu gewahrleisten, wurden die wie in 2.1.3 beschriebe-
nen Primer hinsichtlich ihrer Amplifikations-Effizienz getestet. Dazu wurden zunachst serielle
Verdinnungsreihen einer cDNA bestehend aus einer Mischung verschiedener Zelllinien her-
gestellt. Diese bestanden aus unverdlinnter (entspricht 43,71 ng RNA), 1:2 (entspricht
21,85 ng RNA), 1:4 (entspricht 10,93 ng RNA), 1:8 (entspricht 5,46 ng RNA), 1:16 (entspricht
2,73 ng RNA), 1:32 (entspricht 1,37 ng RNA), 1:64 (entspricht 0,68 ng RNA) und 1:128 ver-
dinnter cDNA (entspricht 0,34 ng RNA). Diese cDNA wurde in Triplikat in die in 2.2.8 beschrie-
bene gPCR-Reaktion mit den jeweiligen zu testenden Primern eingesetzt. Zur Bestimmung
der Effizienz wurde zunachst der Mittelwert der Ct-Werte fir jede Probe bestimmt. Diese Mit-
telwerte wurden in einem Punktediagramm gegen die logarithmischen RNA-Mengen aufgetra-
gen. Anhand einer linearen Regression wurde der Korrelationskoeffizient (R?) bestimmt, der
zeigt, wie gut die Daten miteinander korrelieren, wobei ein R>-Wert >0,95 eine sehr starke
Korrelation anzeigt. Aufierdem wurde anhand der Funktion y=mx+b der Geraden die Steigung
(m) angeben, die fiir die Bestimmung der Effizienz genutzt wurde: E = -1 + 10¢Vm),

Die Effizienz der Primer sollte zwischen 90—-110% liegen. Alle Primerpaare, die in dieser Arbeit
fur die gPCR (vgl. 2.1.3) eingesetzt wurden, zeigten eine Effizienz von >95,8%, wodurch eine
Vergleichbarkeit der generierten Daten gewahrleistet werden kann. Beispielhaft ist in Abb. 8
die lineare Regression zur Berechnung der Primer-Effizienz fir die Expressionsanalyse des
CREBBP-Gens dargestellt. Die Punkte entsprechen logarithmisch aufgetragen den Ct-Mittel-

werten bei einem unverdinnten bis zu 1:128 verdiinnten RNA-Einsatz.

-1 0,5 0 0,5 1 15 2
log (eingesetzte RNA-Menge in ng)

--- @+ Ct-Mittelwerte aus n=3 Versuchen / log (eingesetzie RNA-Menge in ng)

Abb. 8 Lineare Regression zur Berechnung der Primer-Effizienz

Die x-Achse zeigt den logarithmierten RNA-Konzentrationsfaktor aus RC-K8-Zellen, die y-Achse die
gemessenen Ct-Mittelwerte in n=3 unabhangigen Experimenten. Die lineare Regression wird zur Be-
rechnung der Steigung verwendet, aus der die PCR-Effizienz nach der Formel E=(10-"/St¢i9ung _1)*100
bestimmt wird. Eine ideale Steigung von -3,32 entspricht einer Effizienz von 100%.
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2.2.3.4 RNA-Sequenzierung

Um die Expression von CREBBP im Tumorgewebe von P1 in Relation zu anderen ATRTs zu
evaluieren, wurden RNA-Sequenzierungsdaten ausgewertet. Mit dieser Methode kdnnen
Ruckschlisse auf die Transkription der mRNA und damit auf die Genexpression gezogen wer-
den. Gemessen wurde die Konzentration der mRNA in den verschiedenen Tumoren. Verwen-
det wurde daflir das TruSeq Total RNA sample preparation Kit (lllumina). Diese Methode
wurde durch die Arbeitsgruppe padiatrische Neuroonkologie der Klinik fiir Kinder-Onkologie, -
Hamatologie, und Klinische Immunologie Disseldorf angewandt, die die Ergebnisse freundli-
cherweise fur diese Arbeit zur Verfiugung stellte. Die bioinformatische Auswertung wurde von
Dr. Daniel Picard, Klinik fir Kinder-Onkologie, -Hamatologie, und Klinische Immunologie des
Universitatsklinikums Dusseldorf, durchgefihrt und die normalisierten Expressionsdaten flir

die vorliegende Arbeit zur Verfigung gestellt (129).

2.2.4 Gesamtexomsequenzierung

Fir die Selektion der Patient*innen dieser Arbeit und die Verifizierung detektierter SVs in eini-
gen Fallen erfolgte WES. Das Verfahren wird ausfuhrlich durch Wagener et al. 2021 beschrie-
ben (41). Nachdem DNA mit Hilfe des DNeasy Blood & Tissue Kits (Qiagen) extrahiert wurde,
wurde zur Durchfiihrung der WES das SureSelect Human All Exon V5+UTR Kit (Agilent) ge-
nutzt. Zur Sequenzierung diente das lllumina HiSeq2500 Sequencing System oder Next-
Seg550. Mit Hilfe der Software bcl2Fastqg v2.19.0 konnten Reads extrahiert und mittels trim-
momatic v0.33 die Adapter getrimmt werden (130, 131). Eine Alignierung erfolgte zum
GRCh37-Referenzgenom (132). Ziel war eine Abdeckung von >80x. Die Normalisierung der
Daten erfolgte anhand der mittleren Abdeckung des untersuchten Chromosoms. Zur Analyse
der Sequenzierungsdaten wurden bedtools v2.16.2 und bamstatsO4 verwendet (133, 134).
SNVs und indels wurden durch GATK v4.1.4.1, VarScan2 v2.3.9 und platypus v0.8.1 identifi-
ziert (135-137). Mit Hilfe des Ensembl Variant Effect Predictors v98.3 erfolgte die funktionelle
Annotation (138). Genutzte Datenbanken waren die COSMIC-Datenbank (cancer.san-
ger.ac.uk, heruntergeladen am 25.03.2019), die ClinVar-Datenbank (heruntergeladen am
12.02.2019), die IARC-TP53-Keimbahndatenbank sowie die LOVD Datenbank (139-142).
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Identifikation potentiell tumorpradisponierender SVs in der Keimbahn
an Krebs erkrankter Kinder, die Auffalligkeiten zeigten, welche auf ein mogliches KPS hinwei-
sen kdnnen. Dabei wurden diverse Krebsentitaten betrachtet. Untersucht wurde das Genom
der Kinder und ggf. deren Eltern durch WGOM.

3.1 Klinik und Charakteristika der Patient*innen

3.1.1 Klinische Daten der Patient*innen

Die 29 in diese Arbeit eingeschlossenen Patient*innen waren bei Diagnosestellung im Mittel
7,2 Jahre alt. Dabei zeigte der jlingste Patient, P4, bereits zum Zeitpunkt seiner Geburt ein
Gliom. Bei der altesten untersuchten Patientin, P10, wurde im Alter von 18,5 Jahren ein
Hodgkin Lymphom diagnostiziert. 17 Patient*innen (58,6%) waren bei Diagnosestellung
junger als 6 Jahre alt. In Tabelle 23 wird genauer auf das Alter und Geschlecht der
Patient*innen eingegangen. Untersucht wurde das Genom von 19 Jungen (65,5%) und 10
Madchen (34,5%). In der Gruppe der Kinder <5 Jahre waren 76,9% mannlich und 23,1%
weiblich. In den Altersgruppen zwischen 5 und 10 bzw. >15 Jahre bestand ein 1:1 Verhaltnis
der Geschlechter. Bei den 10—-15-Jahrigen waren 62,5% mannlich und 37,5% weiblich.
DarlUber hinaus werden das Alter der Eltern bei der Geburt und die Anzahl der Geschwister

zum Zeitpunkt der Diagnosestellung in Tabelle 24 und Tabelle 25 dargestellt.

Tabelle 23 Uberblick iiber das Alter und Geschlecht der Patient*innen

Altersgruppe Anzahl Anteil Geschlecht Anzahl  Anteil
gesamt 29 100% mannlich 19 65,5%
weiblich 10 34,5%
<5 Jahre 13 44.8% mannlich 10 76,9%
weiblich 3 23,1%
5-10 Jahre 6 20,7% mannlich 3 50,0%
weiblich 3 50,0%
10-15 Jahre 8 27.6% mannlich 5 62,5%
weiblich 3 37,5%
>15 Jahre 2 6.9% mannlich 1 50,0%
weiblich 1 50,0%

Tabelle 24 Alter der Eltern zum Zeitpunkt der Geburt der Patient*innen

: Mittleres Alter bei o
Elternteil Geburt des Kindes in Jahren Spannweite in Jahren
Mutter 31,3 (19,7-37,7)

Vater 34,8 (19,7-54,2)

51



Ergebnisse

Tabelle 25 Anzahl der Geschwister der Patient*innen

Anzahl der Geschwister Anzahl der Patient*innen Anteil
Keine 8 27,6%
1-2 16 55,2%
23 5 17,2%

Tabelle 26 Ethnische Herkunft der Eltern der Patient*innen
Die Angaben zur ethnischen Herkunft basieren auf Selbstauskunft der Eltern. Angegeben ist zudem die
mittlere Anzahl der SVs sowie die zugehorige Standardabweichung (SD).

Herkunft der Eltern Anz_ahl*(_jer Anteil mittlere Anzahl der SVs
Patient*innen +SD

europaisch 23 79,3% 47,2 +10,1

westasiatisch 2 6,9% 55,5149

siid-/ostasiatisch 1 3,45% 76

gﬁ? I:S:]otp?irg::?wm%h 2 6,9% 108 + 58,7

tarkisch 1 3,45% 44

Tabelle 27 Tumorentitaten der Patient*innen

Tumorentitat Anzahl Anteil Tumorentitat Anzahl Anteil
AML 5 29,4%
T-ALL 4 23,5%
B-ALL 3 17,7%
Mali ama-
toIog?igghzalrinfl 17 58,6% MDS ! 5,9%
krankungen ALCL 1 5,9%
Hodgkin-Lymphom 1 5,9%
BPDCN 1 5,9%
Myelosarkom 1 5,9%
Medulloblastome 3 57,1%
ZNS- und Hirn- Astrozytome 1 14,3%
tumore 7 24,1% Gliome 2 28,6%
p:l;;jlfollrzblastom/Ast- 1 14,3%
HCC 1 33,3%
Solide Tumore 3 10,3% Keimzelltumor 1 33,3%
Rhabdomyosarkom 1 33,3%
Embryonale Tu- 6.9% ATRT 1 50,0%
more Nephroblastom 1 50,0%

Nach ethnischer Herkunft unterteilt wurden 23 Kinder (79,3%) mit Eltern europaischer Herkunft
untersucht. Bei ihnen wurden im Mittel 47,2 £ 10,1 SVs detektiert. Bei der Patientin P18, deren
Eltern beide aus der Tlrkei stammen, wurden 44 und damit weniger SVs identifiziert. Die
Patient*innen P8 und P29, deren Eltern beide aus dem mittleren Osten stammen, zeigten 59

bzw. 52 SVs. Die Eltern des Patienten P22 sind europaischer bzw. nordafrikanischer Herkunft.
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Abb. 9 Einteilung der Tumorentititen der Patient*innen

Die Saulen entsprechen der absoluten Anzahl der Patient*innen, bei denen die jeweilige Tumorentitat
diagnostiziert wurde. Betrachtet wurden die Gruppen der malignen hadmatologischen Erkrankungen, der
ZNS- und Hirntumore, der soliden sowie der embryonalen Tumore.

Bei ihm wurden 67 SVs festgestellt. Der Patient P26 hat asiatische Wurzeln und wies 76 SVs
auf.

Die meisten, 149 SVs, wurden bei dem Patienten P12, dessen Eltern europaischer bzw. gha-
naischer Herkunft sind, erkannt (vgl. Tabelle 26). Eine Ubersicht iber die Tumorentitaten der
untersuchten Patient*innen gewahren Tabelle 27 und Abb. 9. Tabelle 28 fasst Alter, Ge-
schlecht, Tumorentitat, Diagnose und Status (Stand 09/2021) der Patient*innen zusammen.
17 (58,6%) Patient*innen waren von einer malignen hamatologischen Erkrankung betroffen.
Dazu zahlen vorrangig Leukamien. Funf (29,4%) Kinder litten an einer akuten myeloischen
Leukamie (AML), vier (23,5%) an einer akuten lymphatischen Leukamie der T-Zellreihe (T-
ALL) und drei (17,6%) an einer akuten lymphatischen Leukamie der B-Zellreihe (B-ALL). Drei
Kinder (17,6%) entwickelten Lymphome, darunter ein anaplastisches grof3zelliges Lymphom
(ALCL), ein Hodgkin Lymphom und eine blastische plasmozytoide dendritische Zellneoplasie
(BPDCN). Weiterhin erkrankte die Patientin P24 an einem Myeloischen Sarkom, einem
extramedullaren, soliden Tumor der Vorstufen myeloischer Blutzellen, und der Patient P28 an
einem Myelodysplastischen Syndrom (MDS).

Bei sieben (24,1%) Patient*innen wurden Tumore des Gehirns und des Zentralen Nervensys-
tems (ZNS) diagnostiziert. Dazu zahlen vier (57,1%) Medulloblastome, zwei (28,6%) Gliome
und ein (14,3%) Astrozytom, wobei in dem Biopsat der Patientin P14 sowohl ein
Medulloblastom als auch zu einem kleineren Teil ein Astrozytom nachgewiesen wurde.
Aulerhalb des ZNS wurden bei drei Kindern solide Tumoren diagnostiziert. Der Patient P3
war an einem Hepatozellularen Karzinom, die Patientin P17 an einem Keimzelltumor und die
Patientin P29 an einem Rhabdomyosarkom erkrankt.

Zwei Kinder (6,9%) waren an einem embryonalen Tumor erkrankt. Der Patient P1 entwickelte

einen ATRT, und der Patient P5 ein Nephroblastom.
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Tabelle 28 Uberblick iiber Alter, Geschlecht, Tumorentitit, Diagnose und Status der Pa-

tient*innen
Das Alter ist in Jahren angegeben. Ermittelt wurde der Status im September 2021.

ID Alter  Geschlecht Tumorentitat Diagnose Status

P1 1,3 mannlich ZNS-/Hirntumor ATRT verstorben

P2 4.3 mannlich ZNS-/Hirntumor Medulloblastom unbekannt

P3 9.4 mannlich embryonaler Tumor HCC in Remission

P4 0,0 mannlich ZNS-/Hirntumor Gliom in Remission

P5 3,0 mannlich embryonaler Tumor Nephroblastom in Remission

P6 132 mannlich  namatologische maligne | verstorben
Erkrankung

P7 36 mannlich  namatologische maligne — ,\y in Remission
Erkrankung

P8 58 mannlich  namatologische maligne g in Remission
Erkrankung

P9 10,1  weiblich ZNS-/Hirntumor pilozytisches Astrozytom unbekannt

P10 18,5 weiblich hamatologische maligne 1| ymphom unbekannt
Erkrankung

P11 33  mannlich  namatologische maligne 1, in Remission
Erkrankung

P12 1,0 mannlich ZNS-/Hirntumor Optikus-Gliom in Remission

P13 161 weiblich namatologische maligne — ,\, verstorben
Erkrankung

P14 31  weiblich  ZNS-Hirntumor xﬁgr‘;""b'asmm & Astro- ;\ Remission

P15 56  weiblich  Pamatologische maligne g unbekannt
Erkrankung

P16 24  mannlich  namatologische maligne 5, in Remission
Erkrankung

P17 1,2 weiblich solider Tumor Keimzelltumor in Remission

P18 19  weiblich  namatologische maligne g 5\ in Remission
Erkrankung

P19 153 mannlich  namatologische maligne verstorben
Erkrankung

P20 32  mannlich  namatologische maligne 5 in Remission
Erkrankung

P21 13,0 mannlich  namatologische maligne 5 ~ in Remission
Erkrankung

P22 2,1 mannlich ZNS-/Hirntumor Medulloblastom in Remission

P23 9,3 weiblich ZNS-/Hirntumor Medulloblastom in Remission

P24 53 weiblich hamatologische maligne Myelosarkom in Remission
Erkrankung

P25 11,8 mannlich  namatologische maligne 1 | in Remission
Erkrankung

P26 148 mannlich  namatologische maligne — ,\y in Remission
Erkrankung

P27 55 mannlich  namatologische maligne  pppo unbekannt
Erkrankung

P28 134 mannlich  namatologische maligne g in Remission
Erkrankung

P29 10,3 weiblich solider Tumor Rhabdomyosarkom in Remission
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3.1.2 Charakteristika der Patient*innen als Hinweis auf das Vorliegen eines
KPS
Aus der gesamten Kohorte der Keimbahnstudie (39, 41) wurden 29 Patient*innen in das
Projekt dieser Arbeit eingeschlossen. Diese Kinder wiesen in der in 1.2.2 und Brozou et al.
beschriebenen Anamnese und koérperlichen Untersuchung mindestens eines der durch
Jongmans et al. und Ripperger et al. publizierten Kriterien auf, die das Vorliegen eines KPS
wahrscheinlich machen (39, 57, 60). Abb. 10 stellt die Anzahl der Patient*innen dar, auf die
die jeweiligen Kriterien zutreffen. Zudem zeigte sich in der WES keine fur Krebserkrankungen
pradisponierende oder wahrscheinlich pradisponierende pathogene SNV/indel. Der
Uberwiegende Anteil, 58,6% (n=17), der Patient'innen wies =zusatzlich zu einer
Tumorerkrankung kongenitale Anomalien oder andere Auffalligkeiten beispielsweise der Haut
oder Fazies auf, zeigte mentale- oder Entwicklungsretardierung, Immundefizienzen,
hamatologische oder Wachstumsauffalligkeiten. Tabelle 29 stellt eine Ubersicht aller

kongenitalen Anomalien und Auffalligkeiten bei den Patient*innen dar.

exzessive Toxizitdt im Zuge der Therapie 3

kongenitale/klinische Anomalien 17

Kind mit = 2 Tumoren 3

verddchtige Tumordiagnose 9 |

positive Familienanamnese 10 |

0 2 4 5) 8 10 12 14 16 18
Anzahl der Falle

Abb. 10 Positive klinische Charakteristika der Patient*innen

Die Balken stellen die absolute Anzahl der Patient*innen dar, fir die die durch Jongmans et al. und
Ripperger et al. publizierten Kriterien, die das Vorliegen eines KPS wahrscheinlich machen, auffallig
waren. Dabei ist es moglich, dass bei einem*r Patient*in mehrere Kriterien zutreffen (57, 60).

55



Ergebnisse

Tabelle 29 kongenitale Anomalien, hamatologische und kutane Auffilligkeiten sowie
Anomalien der Entwicklung und des Wachstums

ID Anomalien und Auffalligkeiten

P1 Ful3- und Schadelfehlbildungen

P2 Thrombozytopenie

P3 kardiale Fehlbildungen

P4 neuronale Fehlbildungen

P5 Hypospadie

P6 faziale Charakteristika, Fehlbildungen der Daumen
P7 Mikrozephalie

P8 Wachstumsstérung und Entwicklungsverzégerung
P11 Entwicklungsverzdgerung, Hochwuchs

P12 Café-au-lait-Flecken

P13 Fehlbildungen der Daumen

P17 faziale Charakteristika

P19 Immunthrombozytopenie

P21 Fehlbildung der Daumen

P24 Autismus-Spektrum-Stérung

P25 Mikrozephalie und Daumenfehlbildungen

P26 neuronale und kardiale Fehlbildungen

Bei 34,5% (n=10) der in dieser Arbeit eingeschlossenen Kinder berichteten die Eltern von einer
fir Krebserkrankungen auffalligen Familienanamnese. Als auffallig gilt die Anamnese dann,
wenn in der Familie iber 3 Generationen =2 Krebsdiagnosen vor dem 18. Geburtstag auftraten
(einschlieRlich Indexpatient*in), wenn bei einer mit dem*der Indexpatient*in erstgradig
verwandten Person oder 22 zweitgradig Verwandten einer Elternseite vor dem 45. Geburtstag
eine Krebserkrankung diagnostiziert wurde oder es sich, wie bei der Patientin P18, um
konsanguine Eltern handelt. Ein Beispiel fur eine in Bezug auf Krebserkrankungen suspekte
Familienanamnese zeigt der Fall des Patienten P16, der im Alter von 2,4 Jahren an einer AML
erkrankte. Sein Vater und sein GroRvater vaterlicherseits erhielten vor Vollendung des 45.
Lebensjahres die Diagnosen eines Osophaguskarzinoms bzw. eines Kopf-Hals-Tumors.
31,0% (n=9) der Patient*innen entwickelten auf KPSs hinweisende Tumoren. Hierzu zahlen
u. a. ein ATRT, Gliome und SHH-aktivierte Medulloblastome. Eine Ubersicht dariiber gibt Ta-
belle 30.
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Tabelle 30 Patient*innen mit Indikatortumoren fiir das Vorliegen eines KPS
ID Diagnose

P1 ATRT

P3 HCC

P4 Gliom

P12 Optikus-Gliom

P14 Medulloblastom und Astrozytom

P22 SHH-aktiviertes Medulloblastom

P24 Myeloides Sarkom

P27 blastische plasmozytoide dendritische Zellneoplasie
P28 MDS und Astrozytom

Als weiteres Kriterium gilt das Auftreten von mehreren primaren Neoplasien, die zweizeitig,
bilateral, multifokal oder metachron entstehen kdnnen (57, 60). Bei drei (10,3%) untersuchten
Kindern war dies der Fall. Der Patient P2 entwickelte beispielsweise im Alter von 4,2 Jahren
ein Medulloblastom. Zwdlf Jahre spater wurde beiihm eine Metastase dieses Medulloblastoms
detektiert und weitere vier Jahre spater entwickelte der Patient ein Adenokarzinom. Die
Patientin P14 erkrankte im Alter von 3,1 Jahren an einem Medulloblastom und einem
Astrozytom. Bei dem Patienten P28 wurden ein MDS und ein Astrozytom festgestellt.

Daruber hinaus trat bei drei (10,3%) Patient*innen eine exzessive Toxizitat in Folge der The-
rapie auf. Die Patienten P6, P25 und P26 zeigten eine starke Neurotoxizitat, welche sich bei
P25 mit starken Neuropathien und P26 mit Kopfschmerzen, Somnolenz und Nystagmus &u-
Rerte. Der Patient P6 entwickelte zudem starke Mukositiden. P25 und P26 litten unter schwe-

ren Infektionen.

3.2 Ubersicht iiber die detektierten strukturellen Varianten

Nach der in 2.2.1.5 beschriebenen Qualitatskontrolle der durch den Bionano Saphyr generier-
ten Daten wurden die in 2.2.1.7 erlauterten Filterschritte angewandt. Die danach verbleibende
Anzahl an SVs betrug fur die 29 Patient*innen insgesamt 1861, im Mittel 64 + 24,2 SVs pro
Fall (vgl. Abb. 11).

[l manuell iiberpriifte, inkludierte SVs (82%, N=1534)
manuell tiberpriifte, exkludierte SVs (18%, N=327)

Abb. 11 Manuell Giberpriifte SVs i
Dargestellt ist die absolute Anzahl an SVs, die nach der manuellen Uberprifung in die Analysen einbe-
zogen wurden (blau) und die Anzahl derer, die exkludiert wurden (orange).
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Nach einer weiteren manuellen Uberpriifung auf deren Plausibilitdt wurden 326 (17,6%) SVs
exkludiert, sodass eine finale Gesamtanzahl von 1534 (82,4%) SVs bestand. Dies entspricht
im Mittel 53 £ 21,8 SVs pro Patient*in.

Tabelle 31 zeigt eine Ubersicht tiber die detektierten de novo enstandenen SVs in Trio-Analy-
sen. Single- und Duo-Analysen erlauben keine Aussage Uber eine mdgliche de novo Entste-
hung von SVs und sind daher mit ,-“ in der Tabelle gekennzeichnet. Angezeigt werden aul3er-
dem SVs, die mit einem KPG Uberlappten. Zudem sind der Name des Gens und die Lokalisa-
tion der SV angegeben.

Tabelle 31 Ubersicht iiber die detektierten de novo entstandenen und mit einem KPG
uberlappenden SVs

SVs, die mit KPG

ID de novo SVs iberlappen potentiell betroffene KPGs Lokalisation
gesamt 4 13
P1 i 5 TCF7L2 intronisch
CREBBP intronisch
P2 - 0
P3 0 0
P4 - 1 GPC3 intronisch
P5 0 1 TP53 intronisch
P6 - 0
P7 - 0
P8 1 1 TP53 intronisch
P9 - 0
P10 0
P11 - 0
P12 0 0
P13 0 0
P14 1 0
P15 - 0
P16 0 1 FHIT intronisch
P17 0 0
P18 1 1 PRDM1 intronisch
P19 0 0
P20 0 0
P21 - 0
WT1 intergenisch
P22 0 2 ASXL1 intreogie;cffc
P23 0 1 MAP2K2 potentiell exonisch
P24 0 0
P25 2 RUNXT ntergonisch
P26 - 0
P27 - 0
P28 0 1 MSH6 intergenisch
P29 - 0
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3.2.1 Art, Zygotie und Lokalisation der detektierten strukturellen Varianten
Dem Hauptanteil, 60,6% (n=930), der detektierten SVs entsprachen Deletionen (vgl. Abb. 12).
Im Mittel wurden pro Patient*in 32 + 14,4 Deletionen erkannt. Am zweithaufigsten, in 35,4%
(n=543), traten Insertionen auf (im Mittel 19 + 8,0 Insertionen pro Patient*in). 3,8% (n=59) der
SVs waren Duplikationen (im Mittel 2 + 1,5 Duplikationen pro Patient*in). Es konnten insge-
samt zwei (0,13%) Inversionen detektiert werden.

90,5% (n=1389) der SVs traten heterozygot auf. 2,5% (n=38) der SVs wurden auf beiden
Allelen eines Locus detektiert, waren also homozygot. 2,9% (n=45) der SVs wurden als
hemizygot erkannt, da sie bei mannlichen Patienten auf dem X-Chromosom lokalisiert waren.
In 4,0% (n=62) konnte keine eindeutige Zygotie festgestellt werden (vgl. Abb. 13).

Die Lokalisation der SVs wird in Abb. 14 gezeigt. Mehr als die Halfte, 54,2% (n=832), der SVs
waren in ausschlieBlich intergenischen Abschnitten des Genoms lokalisiert. Pro Patient*in
stellten sich im Mittel 29 + 13,4 intergenisch lokalisierte SVs dar. 19,8% (n=303) der SVs konn-
ten in intronischen Bereichen detektiert werden (im Mittel 10 £ 4,9 intronische SVs pro Pati-
ent*in). 26,0% (n=399) der SVs befanden sich in potentiell exonischen Abschnitten (im Mittel
14 + 5,2 potentiell exonische SVs pro Patient*in). Als potentiell exonisch gelegen wurde eine
SV bezeichnet, wenn der durch WGOM angegebene Bereich mit einem Exon eines Gens
Uberlappte. Dabei ist eine intergenische oder intronische Lokalisation jedoch nicht ausge-

schlossen.

B Deletionen (61%, N=930)
Insertionen (35%, N=543)

I Duplikationen (4%, N=59)
Inversionen (0%, N=2)

Abb. 12 Art der detektierten SVs
Dargestellt ist die absolute Anzahl der detektierten Deletionen (blau), Insertionen (orange), Duplikatio-
nen (rot) und Inversionen.
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B heterozygote SVs (91%, N=1389)
hemizygote SVs (3%, N=45)

B homozygote SVs (2%, N=38)
SVs unbekannter Zygotie (4%, N=62)

Abb. 13 Zygotie der detektierten SVs
Dargestellt ist die absolute Anzahl der detektierten heterozygoten (blau), hemizygoten (orange), ho-
mozygoten (rot) und SVs unbekannter Zygotie (hellorange).

M intergenisch (54%, N=832)
intronisch (20%, N=303)
M potentiell exonisch (26%, N=399}

Abb. 14 Lokalisation der detektierten SVs
Dargestellt ist die absolute Anzahl der detektierten intergenisch (blau), intronisch (orange) und potentiell
exonisch (rot) lokalisierten SVs.

3.2.2 De novo entstandene strukturelle Varianten

Aussagen Uber die Vererbung von SVs kénnen nur durch die zusatzliche Untersuchung des
Materials der Eltern getroffen werden. Wurden Trio-Analysen durchgefihrt, war es zudem
maoglich, nicht vererbte Varianten zu identifizieren, die als de novo bezeichnet werden. Es wur-
den nach manueller Uberprifung vier de novo entstandene SVs in 16 Trio-Analysen identifi-
ziert (vgl. Abb. 15). Die Patient*innen, in deren Genom diese SVs detektiert wurden, sind in

Tabelle 32 dargestellt. Tabelle 33 zeigt die detektierten de novo entstandenen SVs detaillierter.
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16 Trio-Analysen

913 SVs

‘ 4 de novo SVs | 909 vererbte SVs

Abb. 15 Vier de novo entstandene SVs in 16 Trio-Analysen

Der Patient P8, der an einer B-ALL erkrankte und bei dem eine Entwicklungsverzdgerung und
Wachstumsstérung bekannt waren, wies neben 31 maternal und 27 paternal vererbten SVs
eine de novo entstandene, 350 kbp lange, heterozygote Deletion auf Chr14 (q11.2) auf. In der
durch WGOM angegebenen Region befinden sich die Gene TRAV23DV6, TRDV1, TRAV24,
TRAV25, TRAV26-1, TRAVS-7, TRAV27, TRAV29DV5, TRAV30, TRAV26-1, TRAV34,
TRAV36DV7, TRAV38-1, TRAV38-2DV8, TRAV39, TRAV40, TRAV41, TRDV2, TRDD1,
TRDD2, TRDD3 und TRDJ1. Es handelt sich um einen Bereich, in dem genetische
Umlagerungen durch immunologische VDJ-Rekombination des T-Zell-Rezeptors stattfinden
(143).

Die Patientin P14 war an einem SHH-aktivierten Medulloblastom und einem Astrozytom er-
krankt und zeigte neben 19 maternal und 21 paternal vererbten SVs eine de novo entstandene,
ca. 750 bp lange, heterozygote, intergenisch lokalisierte Insertion.

Tabelle 32 Patient*innen mit de novo entstandenen SVs

Das Alter der Patient*innen bei Diagnosestellung wird in Jahren angegeben. Die KPS-Kriterien be-

schreiben die in 1.2.2 erlduterten Kriterien, die auf ein KPS hinweisen und durch Jongmans et al. und
Ripperger et al publiziert wurden (57, 60).

Diag- Anzahl Lokalisation
ID 9 Alter  KPS-Kriterium detek-  ver- de der de novo
nose tierte erbte novo SVs

SVs SVs SVs
P8 B-ALL 58 kongenitale Anomalien 59 58 1 zg(t;rl‘:;"'
Medullo-
blastom, Indikatortumor, . .
P14 Astro- 3,1 >2 Tumoren 41 40 1 intergenisch
zytom
P18 B-ALL 1,9  Aauffallige 44 43 1 intergenisch
Familienanamnese
kongenitale Anomalien, otentiell
P25 T-ALL 11,8 exzessive Toxizitat im 49 48 1 gxonisch

Zuge der Therapie
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Tabelle 33 De novo entstandene SVs

Gezeigt wird, auf welchem Chromosom (Chr) die in den Trio-Analysen detektierten, de novo entstanden
SVs lokalisiert sind. Die Koordinaten sind in bp angegeben. Zudem sind deren SV-Typ, die Gréf3e und
Lokalisation dargestellt. Alle identifizierten Varianten waren heterozygot. Keine Uberlappte mit einem
durch die GeneHancer Datenbank beschriebenen regulatorischen Element. Die Spalte ,bekannte
SV/Polymorphismus® gibt an, ob die Region, in der die SV detektiert wurde, mit einer bekannten CNV
Uberlappt. Ist das der Fall, wurde angegeben, in welcher Datenbank die CNV beschrieben wurde sowie
deren Grof3e und Allelfrequenz.

ID Chr Startposition  Endposition SV-Typ ﬁrg&e Lokalisation gf)ll(;r?\?;?)fﬁ;/r/nus

. potentiell dbVar,
P8 14 22082444 22451049 Deletion 353569 exonisch 409546 bp, 1%

inter-

P14 5 70480957 70498473 Insertion 767 . keine
genisch

P18 3 176024845 176028018 Insertion 1471 inter- keine
genisch

P25 8 17881977 17894072  Deletion 4779 potentiell - e
exonisch

Die Eltern der Patientin P18, die im Alter von 1,9 Jahren eine B-ALL entwickelte, waren
konsanguin. Zudem war bereits bei der GroRmutter mutterlicherseits eine maligne
hamatologische Erkrankung festgestellt worden. Durch die Mutter wurden 20 SVs an die
Patientin P18 vererbt, durch den Vater 13. Bei zehn SVs kann durch das
Verwandtschaftsverhaltnis der Eltern nicht klar gesagt werden, durch wen die SVs vererbt
wurden. Bei der Patientin wurde eine ca. 1,5 kbp lange, intergenisch lokalisierte, heterozygote,
de novo entstandene Insertion detektiert.

Im Genom des Patienten P25, einem an einer T-ALL erkrankten Jungen, wurden 21 maternal
und 27 paternal vererbte SVs festgestellt und eine ca. 4,8 kbp lange Deletion in der Region
Chr8 (p22) nachgewiesen. Diese ist de novo entstanden und in Abb. 16 dargestellt. Sie betrifft
potentiell das vierte und flinfte Exon sowie dritte und vierte Intron des FGL7-Gens. Betrachtet
man die GroRRe der Deletion sowie der zwischen den Markierungen bestehenden Region (ca.
12 kbp) wird klar, dass sowohl eine rein intronische Lokalisation im dritten Intron mdglich ist
als auch die Deletion des vierten Exons oder des vierten und flinften Exons und vierten Introns.
Dies kénnte zu einem Funktionsverlust des Gens flhren. Die Deletion hat eine Allelfrequenz
von 49,4%, was auf das Vorliegen als heterozygote Veranderung hinweist. Die Familienanam-
nese des zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 11,8 Jahre alten Jungen war bis auf seine Grol3-
mutter vaterlicherseits unauffallig. Die GroBmutter habe im Alter von 55 Jahren ein
Mammakarzinom entwickelt. Daher liegt nach den in 1.2.2 beschriebenen Kriterien keine auf-
fallige Familienanamnese vor. Der Patient zeigte eine Mikrozephalie, eine Thenarhypotrophie
beidseits, Adipositas und endokrinologische Stérungen, sodass das Kriterium klinischer und
kongenitaler Anomalien auf ihn zutrifft (57, 60). Dartber hinaus erflllt er das Kriterium einer
starken therapieassoziierten Toxizitat, da er schwere Infektionen und eine Neuropathie entwi-
ckelte (57, 60).
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Abb. 16 De novo entstandene, ca. 4,8 kbp groRe Deletion auf Chr8 (p22) in dem Patienten P25,
die Teile des FGL7-Gens umfasst

Im oberen Teil der Abbildung ist die optische Genomkartierung des Patienten P25 im Bereich
Chr8:17,881,977-17,894,073 bp (hg38) dargestellt. Der oberste Balken entspricht dem KPG FGL1. Da-
runter werden die Kartierung des GRCh38-Referenzgenoms, des Wildtyp-Allels und des durch die De-
letion betroffenen Allels gezeigt. Deutlich wird eine ca. 4,8 bp grof3e Deletion.

Der untere Teil der Abbildung zeigt in hellblau die Region zwischen den oben dargestellten Markierun-
gen, in der sich die Deletion befindet. Sie beinhaltet das vierte und fiinfte Exon und dritte und vierte
Intron des FGL1-Gens. Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. Die Nutzung erfolgt im Ein-
klang mit der akademischen Lizenzvereinbarung von BioRender.

Fir die vier identifizierten, de novo entstandenen SVs konnte keine Uberlappung mit einem
KPG festgestellt werden. Es erfolgte eine ausflihrliche Literaturrecherche, deren Ergebnisse
im Zusammenhang mit einem mdglichen pradisponierenden Potential der SVs in 4.2.5

evaluiert werden.
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3.3 Varianten, die fuir Krebserkrankungen pradisponierende Gene
betreffen

Bei 10 der 29 Patient*innen konnten heterozygote SVs identifiziert werden, die mit einem KPG
Uberlappen. Im Genom von P1, P22 und P25 konnten jeweils zwei mit einem KPG Uberlap-
pende SVs nachgewiesen werden.

In Abb. 17 sind die Anzahl der SVs, die mit einem KPG Uberlappen, und die Anzahl der Pati-
ent*innen, bei denen diese SVs detektiert wurden, dargestellt. Tabelle 34 gibt einen Uberblick
Uber die detektierten SVs, die mit einem KPG (iberlappen. Tabelle 35 zeigt eine Ubersicht tiber
die Patient*innen, bei denen SVs detektiert wurden, die mit einem KPG Uberlappen. Abb. 18
stellt eine Ubersicht der Lokalisationen der detektierten, mit einem KPG (iberlappenden SVs

dar.

Anzahl der mit einem KPG uberlappenden SVs 13

Anzahl der Patientinnen, in denen eine mit einem KPG

Uberlappende SV identifiziert wurde o

0 2 4 6 8 10 12 14

Abb. 17 Anzahl der mit einem KPG liberlappenden SVs
Durch die Balken dargestellt ist die absolute Anzahl der SV, die mit einem KPG Uberlappen (13) sowie
die Anzahl der Patient*innen, in denen eine mit einem KPG Uberlappende SV identifiziert wurde (10).

; s

0 2 4 6 8 10 12 14

Anzahl der SVs

Oin der Nahe von einem KPG intergenisch
®min einem KPG intronisch
Oin einem KPG potentiell exonisch

Abb. 18 Lokalisation der mit einem KPG liberlappenden SVs

Gezeigt ist die Lokalisation der mit einem KPG (berlappenden SVs (13). Drei waren potentiell exonisch
lokalisiert (hellblau), acht in einem intronischen Bereich (dunkelblau) und zwei in der Nahe eines KPG
in einer intergenischen Region (orange).
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Tabelle 34 Mit einem KPG liberlappende SVs

Die genomische Region aller mit einem KPG Uiberlappender SVs ist angegeben. Zudem sind deren SV-
Typ, die GréRRe und Lokalisation dargestellt. Alle identifizierten Varianten waren heterozygot. Die Spalte
.bekannte SV/Polymorphismus* gibt an, ob die Region, in der die SV detektiert wurde, mit einer bekann-
ten CNV Uberlappt. Ist das der Fall, wurde angegeben, in welcher Datenbank die CNV beschrieben

wurde sowie deren Grof3e und Allelfrequenz.

genomische Region g Grolie — bekannte SV/
ID (hg38) SV-Typ in bp KPG Lokalisation Polymorphismus
Chr10:113,066,076 : . . .
o 113,079,257 bp Deletion 4592 TCF7L2 intronisch keine
Chr16:3,815,321- Insertion/ . . .
3,818,623 bp Duplikation 3384 CREBBP intronisch keine
. Boomsma et al.
pgy ~ ChrX:133.868891- o\ tion 1445  GPC3 intronisch 2014, 1626 bp.,
133,883,558 bp 0.13%
P5 Chr17:7,642,059— . 1422 potentiell dbVar, 1585 bp,
P8 7,684,753 bp Deletion  —5 57— TP93 exonisch 4,5%
. Shaikh et al.
pig  CNr3:60.599.869- i 14307 FHIT intronisch 2009, 11644 bp,
60,617,724 bp o
0.05%
Chr6:106,072,329— : . . .
P18 106,076,664 bp Deletion 1820 PRDM1 intronisch keine
Chr11:32,446,682— . potentiell .
32,464,829 bp Deletion 1707 WT1-AS exonisch keine
P22 ] 1000 Genomes
§;§$é352é274’512‘ Deleton 1867 ASXL1  intronisch  Project Phase 3,
R 2105 bp, 0.52%
Chr19:4,119,626— . potentiell .
P23 4.133.861 bp Insertion 514 MAP2K2 exonisch keine
. Boomsma et al.
Chr10:86,.880.898~ nootion 542  BMPRIA  intronisch 2014, 579 bp,
86,884,181 bp 0
Po5 0.13%
Chr21:35,218,786- Ji1p  oonancer o, dbVar, 1907 bp,
35,252,485 bp eletion von intergeniscl 239,
’ ’ RUNX1
. Enhancer
P28 Chr2:47,679,044- Deletion 1736 von intergenisch ~ keine
47,695,086 bp MSH6
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Tabelle 35 Patient*innen mit SVs, die mit KPGs iiberlappen

Das Alter der Patient*innen bei Diagnosestellung wird in Jahren angegeben. Die KPS-Kriterien be-
schreiben die in 1.2.2 erlduterten Kriterien, die auf ein KPS hinweisen und durch Jongmans et al. und
Ripperger et al publiziert wurden (57, 60).

Anzahl
mit Lokalisation
D D@9 Ajter  KPS-Kriterium detek- KPGs  kpg der mit KPGs
nose tierte  Uberlap- uberlappen-
SVs pende den SVs
SVs
Indikatortumor TCF7L2 intronisch
P1 ATRT 1.3 kongenitale Ar;omalien 64 2
CREBBP intronisch
P4  Gliom 00 |ndikatortumor, = ,g 1 GPC3 intronisch
kongenitale Anomalien
Nephro-
P5 3,0 38 1 i
blastom kongenitale Anomalien TP53 22:;?:3':
P8 B-ALL 5,8 59 1
P16  AML 94  Aauffalige 62 1 FHIT intronisch
Familienanamnese
P18 B-ALL 19  2uffdlige a4 1 PRDM1  intronisch
Familienanamnese
_ WwT1 intergenisch
P22 medtu"o 21 Indikatortumor 67 2 9
astom ASXL1 intronisch
P23 Medullo- 9.3 auﬁgl!lge 59 y MAP2K2 poter_mell
blastom Familienanamnese exonisch
,Iz\?mrc])grr?gllifr:e BMPR1A intronisch
P25 T-ALL 11,8 Lo 49 2
exzessive Toxizitat im RUNX1 interaenisch
Zuge der Therapie 9
P28 MDS 134 Indikatortumor, 49 1 MSH6 intergenisch
22 Tumoren

Drei SVs (23,1%) Uberlappten potentiell mit mindestens einem Exon eines KPG.

P23 war im Alter von 9,3 Jahren an einem Medulloblastom erkrankt. Die Mutter des Madchens
war bereits im Alter von 31 Jahren an einem Non-Hodgkin-Lymphom erkrankt, weshalb das
Kriterium einer auffalligen Familienanamnese erfullt war. Zudem litt der GroRvater vaterlicher-
seits an einem Bronchialkarzinom, wobei das Erkrankungsalter unbekannt ist.

Im Genom der Patientin wurden insgesamt 59 SVs detektiert, von denen 32 paternal und 27
maternal vererbt wurden und keine de novo entstanden war.

Hinsichtlich einer moéglichen Krebspradisposition der Patientin war eine 514 bp lange, paternal
vererbte Insertion in der Region Chr19 (p13.3) interessant, da sie potentiell mit dem ersten
Exon des KPG MAP2K2 (berlappte (vgl. Abb. 19). Die genauen Bruchpunkte der Insertion
kénnen mittels WGOM nicht bestimmt werden. Maglich ist ihre Lokalisation in einem ca. 14 kbp
genomischen Bereich, in dem sich das erste Intron und erste Exon einer Transkriptvariante
des KPG MAP2K2 befinden. Somit sind eine Insertion in MAP2K2 und eine damit einherge-

hende Unterbrechung des Leserasters denkbar. Zudem umfasst dieser Bereich einen Promo-

66



Ergebnisse

tor von MAP2K2, der in diversen Geweben aktiv und in der embryonalen Entwicklung bedeut-
sam ist (76). In der Normalbevolkerung wurden bislang keine Insertionen vergleichbarer Grofie
in der Region beschrieben. In den WES-Daten ist die Abdeckung des MAP2K2-Genlokus, ins-

besondere des potentiell durch die Insertion betroffenen ersten Exons, schwach (vgl. Abb. 20).

MAP2K2
W gt
L 1 L . (!
Bionano Referenz 1
Genomics
Allel
UCSC Scale 5 kb | hg3s
Genome chrig: | 4.125.000| 4.130.000/
(
Browser MAP2K2 <11 -
Promotor GeneHancer
GH19J004122 |

Abb. 19 514 bp groBe Insertion auf Chr19 (p13.3) im Genom der Patientin P23, die potentiell mit
dem ersten Exon des KPG MAP2K2 liberlappt

Im oberen Teil der Abbildung ist die optische Genomkartierung der Patientin P23 im Bereich
Chr19:4,119,626-4,133,861 bp (hg38) dargestellt. Der oberste, braune Balken entspricht dem KPG
MAP2K2. Darunter werden die Kartierung des GRCh38-Referenzgenoms in griin und des durch die
Insertion betroffenen Allels in blau gezeigt. Erkennbar ist, dass der Abstand zwischen den beiden Mar-
kierungen auf dem Allel langer ist als auf der Referenz, was flr eine Insertion spricht. Der untere Teil
der Abbildung zeigt in blau die Region zwischen den oben dargestellten Markierungen, in der sich die
Insertion befindet. In diesem lokalisiert sind das erste Exon und erste Intron des KPG MAP2K2 sowie
der Promotor GH19J004122 (unterster Balken). Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. Die
Nutzung erfolgt im Einklang mit der akademischen Lizenzvereinbarung von BioRender.
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Abb. 20 WES-Abdeckung der Region um den Genlokus MAP2K2 fiir die Patientin P23 und ihre

Eltern
Gezeigt ist die zur mittleren Abdeckung von Chromosom 19 der Proben normalisierte mittlere Abde-
ckung im Bereich Chr19:4,102,269-4,159,772 bp (hg19) fiir die Patientin P23 in hellblau, den Vater in
orange und die Mutter in dunkelblau. Deutlich ist die schwache Abdeckung der Exone des MAP2K2-
Gens, insbesondere des potentiell durch die Insertion betroffenen ersten Exons, in allen Proben.
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Der Patient P5 entwickelte im Alter von 3,0 Jahren ein Nephroblastom und wies zudem eine
Hypospadie auf, weshalb er das Kriterium kongenitaler Anomalien erfiillite (57, 60). Darlber
hinaus war sein Grol3vater vaterlicherseits im Alter von 55 Jahren an einem Lymphom er-
krankt. Im Genom von P5 wurden insgesamt 38 SVs identifiziert. Davon wurden 20 maternal
und 18 paternal vererbt. Keine war de novo entstanden.

Bei dem Patienten P8 wurde im Alter von 5,8 Jahren eine B-ALL diagnostiziert. Auffallig waren
bei dem Patienten auRerdem eine Entwicklungsverzogerung und Wachstumsstoérung. Insge-
samt wurden bei ihm 59 SVs detektiert, von denen eine de novo entstanden war. 31 wurden
von seiner Mutter, 27 von seinem Vater vererbt. Bei beiden Patienten, P5 und P8, wurde auf
Chr17 (p13.1) eine >1,4 kbp lange Deletion identifiziert (vgl. Abb. 21). In der >42 kbp grof3en
durch WGOM angegebenen Region befindet sich das Tumorsuppressorgen TP53.

P5 ATP1B2 P53 P8  ATP1B2 7’3‘53

Bionano  Gen |

Genomics

& L 1 O
L 1 " " n . n " A I

Referenz Wil S I N [ ‘ : ! \
Allel B T - =i [ — I ) |

—
UCSC Scale 10 kb} { hg3s
chr7. | 7,650,000| 7,655,000| 7,660,000| 7.665,000| 7,670,000| 7,675,000/ 7,680,000|
Genome ey
TP1 ' 4
Browser Pl ARG | (| .
B2 - H J—
ATP1B2 H-+H
TP53 (**+++¢44+44444444«44«4444«44444,114’ﬂ
TP53 (IR | i i l. {1
TP53 [ & } H ]
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Abb. 21 >1,4 kbp groBe Deletion auf Chr17 (p13.1) in den Patienten P5 und P8, die einen Teil einer
Transkriptvariante des KPG TP53 umfasst

Im oberen Teil der Abbildung ist die optische Genomkartierung der Patienten P5 (links) und P8 (rechts)
im Bereich Chr17:7,642,059—7,684,753 bp (hg38) dargestellt. Die oberen, braunen Balken entsprechen
den in der Region lokalisierten Genen, u. a. ATP1B2 und TP53. Darunter werden die Kartierung des
GRCh38-Referenzgenoms in grin und des durch die Deletion betroffenen Allels in blau gezeigt. Er-
kennbar ist, dass der Abstand zwischen den beiden Markierungen auf dem Allel kurzer ist, als auf der
Referenz, was flr eine Deletion spricht. Der untere Teil der Abbildung zeigt in hellblau die Region zwi-
schen den oben dargestellten Markierungen, in der sich die Deletion befindet, die das KPG TP53 um-
fasst. Der untere, rote Balken zeigt einen bekannten Polymorphismus (nssv16197110), der zu 4,5% in
der Normalbevdlkerung auftritt und nur mit einer Transkriptvariante des TP53-Gens Uberlappt. Diese
Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. Die Nutzung erfolgt im Einklang mit der akademischen
Lizenzvereinbarung von BioRender.
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Keimbahnvarianten in diesem Gen sind ursachlich fir das in 1.2.1 beschriebene Li-Fraumeni-
Syndrom, welches mit einem hohen Risiko einhergeht, diverse maligne Erkrankungen zu ent-
wickeln und autosomal dominant vererbt wird (46). Die Variante wurde an den Patienten P5
durch seine Mutter und an P8 durch seinen Vater vererbt. Beide hatten eine unauffallige Anam-
nese in Bezug auf Krebserkrankungen. In der durch WGOM angegebenen Region ist die in
der dbVar Datenbank beschriebene, 1585 bp groflte Deletion (nsv16197110) bekannt (Bruch-
punkte Chr17:7,661,294—7,662,878 bp), welche mit dem siebten Exon und sechsten Intron
einer Transkriptvariante von TP53 Uberlappt. In der Aligemeinbevdlkerung tritt diese Variante
mit einer Haufigkeit von 4,5% auf. Daher zahlt sie zu den Polymorphismen (70).

Der grofdte Teil, acht SVs (61,5%), war in intronischen Regionen eines KPG lokalisiert.

Bei dem Patienten P1, der im Alter von 1,3 Jahren an einem ATRT erkrankte und die in 3.3.1
erlauterten kongenitalen Anomalien aufwies, konnten insgesamt 64 SVs identifiziert und eine
ca. 3,4 kbp lange Insertion in der Region Chr16 (p13.3) im zweiten Intron des KPG CREBBP
nachgewiesen werden, die in Kapitel 3.3.1 betrachtet wird. Zudem wies dieser Patient eine ca.
4,6 kbp lange Deletion auf Chr10 (g25.2) im zweiten Intron des KPG TCF7L2 auf. In dem Be-
reich, in dem letztere Variante lokalisiert ist, befinden sich zwei Enhancer des Gens TCF7L2
der GeneHancer Datenbank, die jedoch nicht in embryonalen neuroektodermalen Zellen aktiv
sind (76).

Der Patient P4 war zum Zeitpunkt seiner Geburt an einem Gliom erkrankt. Bereits in utero
wurde ein Hydrozephalus diagnostiziert. Zudem hatte das Kind einen Maldeszensus testis,
multiple Endokrinopathien und strukturelle Auffalligkeiten der Gehirnentwicklung. Es zeigten
sich multiple nodulare Heterotopien, eine kortikale Dysplasie rechts frontal sowie eine ektope
Neurohypophyse. Seine GroRmutter mutterlicherseits war an einem Ovarialkarzinom verstor-
ben. Gliome stellen eine flir KPSs typische Tumorart dar, sodass das Kriterium eines Indikator-
tumors gegeben war. Aufgrund der beschriebenen kongenitalen Anomalien erflillte der Patient
P4 ein weiteres Kriterium, das das Vorliegen eines KPS wahrscheinlich macht (57, 60).

In seinem Genom wurden 45 SVs detektiert, darunter eine ca. 1,4 kbp lange Deletion auf
ChrX (926.2) im zweiten Intron des KPG GPC3. In der durch WGOM beschriebenen Region
sind ein Enhancer dieses Gens sowie eine durch Boomsma et al. beschriebene, 1626 kbp
lange Deletion (esv3559353, Frequenz 0,1%) und eine durch gnomAD publizierte 1335 bp
lange Deletion (nssv15943740) bekannt (76, 144, 145).

Der Fall des Patienten P16 wird genauer im Kapitel 3.4.2 dargelegt. Da sein Vater und Grof3-
vater vaterlicherseits an einem Osophagus- bzw. einem Kopf-Hals-Tumor erkrankt waren, galt
die Familienanamnese des im Alter von 5,8 Jahren an einer AML erkrankten Jungen als auf-
fallig (57, 60). Insgesamt wurden bei dem Patienten P16 62 SVs festgestellt. Auf Chr3 (p14.2)
wurde bei ihm eine ca. 14,4 kbp lange, durch den Vater vererbte Deletion im vierten Intron des
KPG FHIT detektiert. In dieser Region befinden sich aktuell keine durch GeneHancer publi-

zierten regulatorischen Elemente (76). Beim Abgleich mit Populationsdatenbanken fiel eine
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Uberlappung mit einer 14310bp groRen, durch gnomAD beschriebenen Deletion
(nsv4073808) auf (145).

Wie in 3.2.2 beschrieben wurde, waren die Eltern der Patientin P18, die im Alter von 1,9 Jahren
eine B-ALL entwickelte, konsanguin. Daher war das Kriterium einer auffalligen Familienanam-
nese erfullt. Zusatzlich war die Gro3mutter matterlicherseits an einer nicht nadher bezeichneten
malignen hamatologischen Erkrankung verstorben. Die Patientin P18 wies auf Chr6 (g21) eine
ca. 1,8 kbp lange, maternal vererbte Deletion im ersten Intron von zwei Transkriptvarianten
des Gens PRDM1 auf. Im angegebenen Bereich war zudem ein Enhancer des Gens lokalisiert
(76).

Bei dem Patienten P22 wurde im Alter von 2,1 Jahren ein SHH-aktiviertes Medulloblastom
diagnostiziert, welches einem Indikatortumor entspricht, der das Vorliegen eines KPS wahr-
scheinlich macht. Zudem war der Patient von einer Entwicklungverzégerung betroffen, wes-
halb auch das Kriterium klinischer Anomalien erfullt war (57, 60). In seinem Genom wurden
insgesamt 67 SVs identifiziert und in der Region Chr20 (q11.21) eine ca. 1,9 kbp lange Dele-
tion festgestellt, welche im vierten Intron des KPG ASXL1 lokalisiert ist. Der durch WGOM
angegebene Bereich umfasst eine ca. 2105 bp lange, durch das 1000 Genome Consortium
Phase 3 publizierte Deletion (esv3645664), die mit einer Frequenz von 0,5% in der Allgemein-
bevolkerung auftritt sowie eine 1984 bp grofRe Deletion (nsv4275263), die durch gnomAD be-
schrieben wurde (145, 146). Diese bekannten Deletionen tberlappen nicht mit einem regula-
torischen Element der GeneHancer Datenbank (76).

Die Klinik des an einer T-ALL erkrankten Patienten P25 wurde bereits in 3.2.2 erlautert. Bei
ihm wurde eine ca. 540 bp lange, paternal vererbte Deletion in der Region Chr10 (g23.2) im
dritten Intron des KPG BMPR1A identifiziert. In der angegebenen Region wurden durch
Boomsma et al. eine 579 bp lange Deletion (esv3546621) und durch gnomAD eine 515 bp
lange Deletion (nsv4178292) beschrieben (144). Auch hier finden sich keine durch GeneHan-
cer bekannten regulatorischen Elemente (76). Aulerdem wurde im Genom des Patienten P25
in der Region Chr21 (q22.12) eine ca. 2 kbp lange, paternal vererbte Deletion identifiziert, die
im neunten Intron einer Transkriptvariante des KPG RUNXT1 lokalisiert war und mit einer in
dbVar beschriebenen 1907 bp langen Deletion (nssv16199098) Gberlappte, die in 2,3% der
Allgemeinbevélkerung zu finden war und keine regulatorischen Elemente beeinflusste (70, 76).
Zwei SVs (15,4%) befanden sich in einem intergenischen Genomabschnitt in der Nahe eines
KPG. Bei dem Patienten P22, dessen Fall in diesem Kapitel bereits vorgestellt wurde, befand
sich auf Chr11 (p13), ca. 10 kbp von dem KPG WTT1 entfernt, eine ca. 1,7 kbp lange, paternal
vererbte Deletion, die jedoch nicht mit einem regulatorischen Element der GeneHancer Da-
tenbank Uberlappte (76).

Bei dem Patienten P28 wurde im Alter von 13,4 Jahren ein MDS diagnostiziert. Es handelt
sich dabei um eine Diagnose, bei deren Auftreten im Kindesalter eine zugrundeliegende Keim-

bahnvariante wahrscheinlich ist. Zudem war es die zweite maligne Erkrankung des Jungen,
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der zuvor bereits ein Astrozytom entwickelte. Auffallig erschien weiterhin, dass seine Grol3-
mutter mutterlicherseits im Alter von 60 Jahren ebenfalls an einem MDS erkrankte (57, 60). In
seinem Genom zeigten sich insgesamt 49 SVs, darunter eine ca. 1,7 kbp lange Deletion in der
Region Chr2 (p16.3), welche sich weniger als 1 kbp vom KPG MSH6 entfernt befand. Der
durch WGOM beschriebene Bereich dieser SV Uberlappte nicht mit einem Enhancer oder Pro-
motor des MSH6-Gens (76).

3.3.1 Identifikation einer Insertion im Enhancer des CREBBP-Gens

Der Patient P1 erkrankte im Alter von 1,3 Jahren an einem ATRT vom Sonic-Hedgehog-Typ.
ATRTs entsprechen laut Rippberger et al. und Jongmans et al. einer in Bezug auf Tumorpra-
dispositionen auffalligen Erkrankung (57, 60). Dartiber hinaus lieRen sich bei P1 kongenitale
Anomalien feststellen. Hierzu zahlen eine Trigonozephalie und eine Spaltful3bildung mit Dys-
trophie der dritten Zehe rechts. Au3erdem litt er unter einer Syndaktylie des Zeige- und Mittel-
fingers auf der rechten Seite. Weiterhin zeigte er eine verlangsamte Sprachentwicklung und
verzogerte Gewichtsentwicklung ab dem 6. Lebensmonat (<3. Perzentile).

Im Tumorbiopsat des Patienten P1 zeigte sich, wie es fir ATRTs typisch ist, ein Verlust der
SMARCB1-Expression. Verschiedene Studien detektierten in Patient*innen mit ATRTs in 25—
30% Keimbahnmutationen in SMARCB71, meist de novo entstanden, und SMARCA4, meist
durch ein Elternteil vererbt (54). In diesen Genloki konnten bei dem Patienten P1 allerdings
weder im WES, noch mittels WGOM genetische Alterationen detektiert werden.

Da bei der WES-Analyse keine SNVs/indels detektiert wurden, die auf eine Tumorpradisposi-
tion hinweisen, wurde WGOM durchgefiihrt. Hierbei wurden insgesamt im Genom des Patien-
ten P1 64 SVs identifiziert. 39 SVs waren intergenisch, 8 intronisch und 17 in potentiell kodie-
renden Genomabschnitten lokalisiert. Da kein genetisches Material der Eltern verfugbar war,
kann keine Aussage hinsichtlich ihrer Vererbung oder de novo Entstehung getroffen werden.
Besonders hervorzuheben ist bei diesem Patienten eine 3384 bp lange, heterozygote Insertion
im zweiten Intron des KPG CREBBP in der Region Chr16:3,815,321-3,818,623 bp (hg38) (vgl.
Abb. 22). Bei der Insertion kdnnte es sich sowohl um eine Insertion einer unbekannten gene-
tischen Sequenz als auch um eine Duplikation des zweiten Introns des CREBBP-Gens han-
deln. In beiden Fallen ist generell denkbar, dass die SV entweder keinen oder einen Einfluss
auf die Funktion des entstehenden epigenetischen Regulatorproteins hat. Interessanterweise
enthalt die Region, in der die Insertion liegt, den Enhancer GH16J003792, der in einer Vielzahl
von Geweben aktiv ist (76, 147).

CREBBRP ist als transkriptioneller Ko-Aktivator fir viele verschiedene Transkriptionsfaktoren
bekannt (104).
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Abb. 22 3384 bp groRe Insertion auf Chr16 (p13.3) im Genom des Patienten P1, die im 2. Intron
des KPG CREBBP lokalisiert ist

Im oberen Teil der Abbildung ist die optische Genomkartierung des Patienten P1 im Bereich
Chr16:3,815,321-3,818,623 bp (hg38) dargestellt. Der obere, braune Balken entspricht dem KPG
CREBBP. Darunter werden die Kartierung des GRCh38-Referenzgenoms in grin und des durch die
Insertion betroffenen Allels in blau gezeigt. Ersichtlich ist eine zusatzlich eingefligte Markierung (weiler
vertikaler Strich in der Allel-Kartierung). Deutlich wird ein 3384 bp groRer Zugewinn genetischen Mate-
rials, bei dem es sich sowohl um eine Insertion als auch um eine Duplikation handeln kann.

Der untere Teil der Abbildung zeigt in hellblau die Region zwischen den oben dargestellten Markierun-
gen, in der sich die Insertion befindet bzw. in der eine Duplikation stattfand. Es handelt sich um das 2.
Intron des KPG CREBBP, in dem der Enhancer GH16J003792 (dunkelgrauer Balken) lokalisiert ist (76).
Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. Die Nutzung erfolgt im Einklang mit der akademi-
schen Lizenzvereinbarung von BioRender.

Um potentielle Effekte der Insertion auf die Expression des Gens zu untersuchen, wurde eine
gPCR durchgefiihrt. Wie in 2.2.3.3 erlautert, wurde die Primer-Effizienz in drei Versuchen an
RC-K8-Zellen bestimmt, die stets zwischen 95% und 100% lag. Untersucht wurde die relative
Expression von CREBBP in Relation zu der der Housekeeping-Gene HPRT1 und GUSB an-
hand von PBMCs des Patienten P1, seiner ATRT-Tumorprobe und sechs PBMC-Proben von
Individuen, die in der untersuchten Region keine SVs zeigten (vgl. Abb. 23).

Im Vergleich zum Mittel aller Proben der sechs Individuen, bei denen keine SV in der Region
festgestellt wurde, zeigte der Patient P1 eine um das 1,4-fache erhéhte bzw. um das 0,7-fache
reduzierte relative Expression von CREBBP gegenuber GUSB bzw. HPRT1. Ein unabhangiger
t-Test ergab keinen signifikanten Unterschied in der mRNA-Expression von CREBBP
zwischen PBMCs des Patienten P1 und den sechs Kontrollen (GUSB/CREBBP p=0,120;
HPRT1/CREBBP p=0,229).

DarlUber hinaus wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe padiatrische Neuroonkolo-
gie der Klinik fur Kinder-Onkologie, -Hamatologie und Klinische Immunologie des Universitats-
klinikums Dusseldorf eine RNA-Sequenzierung der ATRT-Probe des Patienten durchgefiihrt
und fur diese Arbeit zur Verfligung gestellt. Die Arbeitsgruppe verglich die CREBBP-Expres-
sion der Tumorprobe mit der von elf ATRT-Proben unterschiedlicher Subtypen (MYC, SHH
und TYR) (vgl. Abb. 24). Es zeigten sich keine Unterschiede der CREBBP-Expression des

Tumorgewebes von P1 zu anderen ATRT Tumorproben verschiedener Subgruppen.
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Abb. 23 Relative Expression der CREBBP-mRNA in Relation zu GUSB und HPRT1 in dem Pati-
enten P1, dem ATRT-Gewebe und PBMC-Kontrollen

Dargestellt ist die relative CREBBP-mRNA-Expression normalisiert gegen GUSB (dunkelblau) und
HPRT1 (orange) als Referenzgene (AACt-Wert). Die Y-Achse zeigt den relativen mRNA-Expressions-
wert, die X-Achse die experimentellen Proben, bestehend aus PBMCs des Patienten P1, seinem ATRT-
Tumorgewebe sowie PBMCs von sechs Individuen, die keine SV in der untersuchten Region tragen
(K1-K6) und deren Mittelwert (M K1-K6). Die Daten sind als Mittelwert aus N=3 unabhangigen Experi-
menten dargestellt.
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Abb. 24 Transformierte und normalisierte CREBBP-mRNA-Expressionsdaten in der ATRT-Probe
des Patienten P1 und anderen ATRTSs, untersucht durch mRNA-Sequenzierung
Log2-normalisierte Genexpression des CREBBP-Gens in verschiedenen ATRT-Proben des MYC-Sub-
typs (MYC1-MYC4), des SHH-Subtyps (SHH1-SHH4), darunter die Tumorprobe des Patienten P1 (SHH
P1, orange) und des TYR-Subtyps (TYR1-TYR3). Die RNA-Sequenzierungsdaten sind als log2-norma-
lisierte Transkripthaufigkeit pro 1 Million Reads (log2 CPM/TPM) dargestellt. Ein Wert von 4 entspricht
einer mittelhohen Genexpression.
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3.4 Varianten, die Kandidatengene betreffen

Es zeigten sich SVs in Kandidatengenen flr die Pradisposition von Tumorerkrankungen im

Kindesalter. Diese sollen im Folgenden genauer betrachtet werden (vgl. Tabelle 36).

Tabelle 36 Ubersicht iiber SVs mit Einfluss auf Kandidaten-KPGs

Die genomische Region aller mit einem KPG Uberlappender SVs ist angegeben. Zudem sind deren SV-
Typ, die GroRe und Lokalisation dargestellt. Alle identifizierten Varianten waren heterozygot. Die Spalte
.bekannte SV/Polymorphismus* gibt an, ob die Region, in der die SV detektiert wurde, mit einer bekann-
ten CNV Uberlappt. Ist das der Fall, wurde angegeben, in welcher Datenbank die CNV beschrieben

wurde sowie deren GrélRe und Allelfrequenz.

genomische Grolle Kandidaten- o bekannte SV/
ID SV-Typ Lokalisation
Region (hg38) in bp gen/Enhancer Polymorphismus
Chr7:102,443,197 . potentiell .
P6 102,542,055 bp Deletion 98858 RASA4B exonisch keine
Chr8:16,077,334— 1000 Genomes
P9 16,191,109 bp Deletion 77465 MSR1 potentiell Project Phase 1,
P10 Chr8:16,077,334— 77938 exonisch 78566 bp,
16,195,019 bp 0.086%
. 1000 Genomes
P12 fgg“%g%;?gg% Deletion 2464 E,’l',‘;‘é‘g‘jr VON intergenisch  Project Phase 3,
, ) p 2444 bp, 0.08%
Chr10:52,432,178 . Enhancer von . . .
P14 52,451,594 bp Deletion 555 DKK1 intergenisch keine
. Kidd et al. 2010;
Chr7:102,574,533 . potentiell ’
P16 102,691,465 bp Deletion 95701 RASA4 exonisch 96521 bp, 1 SV

in 9 Proben
3.4.1 Deletion des MSR1-Gensorts

Die Patientinnen P9 und P10 sind Schwestern, die beide von einer Tumorerkrankung betroffen
waren. Im Alter von 10,1 Jahren erkrankte die Patientin P9 an einem pilozytischen Astrozytom,
wahrend ihre Schwester P10 im Alter von 18,5 Jahren ein Hodgkin-Lymphom entwickelte.
Nach den Kriterien von Jongmans et al. und Ripperger et al. zeigten die Schwestern eine
auffallige Familienanamnese. Ihre Gro3vater mutterlicher- und vaterlicherseits litten seit dem
60. bzw. 65. Lebensjahr an einem Prostatakarzinom. Da aufgrund der Familienanamnese eine
gemeinsame, fir ein KPS ursachliche SV wahrscheinlich ist, wurden die WGOM-Daten der
beiden Schwestern verglichen (57, 60). Eine Analyse des Genoms der Eltern mittels WGOM
erfolgte nicht. FUr weiterfihrende Analysen wurden WES-Daten der Eltern genutzt.
Insgesamt konnten bei den Schwestern 14 gemeinsame SVs nachgewiesen werden. Ein mog-
licher Zusammenhang mit einer Krebspradisposition wurde fir jede SV anhand ihrer Lokalisa-
tion, ihres potentiellen Einflusses auf regulatorische Elemente und mittels intensiver Literatur-
recherche Uberprift.

Auffallig war eine ca. 77,5 kbp lange Deletion auf Chr8 (p22), die in Abb. 25 zu sehen ist. In
der durch WGOM angegebenen Region befinden sich fur die Patientin P9 die Exone zwei bis

zehn und Introne eins bis neun des MSR7-Gens.
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Abb. 25 Detektion einer >77,5 kbp Deletion auf Chr8 (p22) in den Patientinnen P9 und P10, die
Teile des MSR1-Gens umfasst

Im oberen und unteren Teil der Abbildung ist die optische Genomkartierung der Schwestern im Bereich
Chr8:16,077,334-16,191,109 (hg38, P9, oberer Teil der Abbildung) und Chr8:16,077,334-16,195,019
(hg38, P10, unterer Teil der Abbildung) dargestellt. Der obere, braune Balken entspricht der Lokalisation
des Gens MSR1. In der Mitte befindet sich in griin die Kartierung des GRCh38-Referenzgenoms, da-
runter in blau die Kartierung des durch die Deletion betroffenen Allels. Deutlich wird eine 77,5 kbp grof3e
Deletion.

Der mittlere Teil der Abbildung zeigt die Lokalisation der deletierten Region, die Teile des MSR1-Gens
umfasst. Ersichtlich ist, dass der durch WGOM angegebene Bereich fiir die Patientin P10 (blaugrauer,
hellblauer und turkisfarbener Bereich) etwas gréfRer ist als fir P9 (blaugrauer und hellblauer Bereich)
und einige Markierungen durch WGOM im Downstream-Bereich nicht verbunden werden konnten, je-
doch erhalten sind. Es ist daher davon auszugehen, dass die Exone 1-4, die im rechten, hellblauen und
turkisfarbenen Bereich des mittleren Teils der Abbildung dargestellt sind, erhalten sind, wahrend die
Exone 5-10, die im linken, blaugrau gefarbten Bereich des mittleren Teils der Abbildung gezeigt sind,
deletiert sind. Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. Die Nutzung erfolgt im Einklang mit
der akademischen Lizenzvereinbarung von BioRender.

Fir die Patientin P10 liegt das gesamte MSR7-Gen im angegebenen Bereich. Anhand der
Markierungen ist eine Deletion der Exone finf bis zehn und Introne vier bis neun
wahrscheinlich. Die Markierungen am rechten Bildrand sind erhalten, wenn auch nicht als
Ubereinstimmend detektiert. MSR1 kodiert fur ein Transmembranprotein in Makrophagen, das
u. a. zur Entstehung atherosklerotischer Prozesse beitragt (116, 148).

Zur Verifizierung dieser >77,5 kbp grof3en Deletion wurden im nachsten Schritt die WES-Daten
genutzt. Dafur wurde die normalisierte mittlere Abdeckung der einzelnen Exonabschitte der
Patientin mit dem der Eltern sowie der Schwester verglichen (vgl. Abb. 26). Es zeigt sich eine
niedrigere mittlere Abdeckung in den Exonen funf bis zehn des MSR7-Genlokus der beiden
Schwestern und der Mutter im Vergleich zur Probe des Vaters. Dies deutet auf eine vorhan-
dene Deletion der Exone funf bis zehn des MSR7-Gens hin, die bei den beiden Geschwistern
und auch bei der Mutter vorliegt. Somit konnte anhand der vorliegenden WES-Daten eine De-
letion im MSR7-Genort verifiziert werden. Zudem deuten die Daten auf eine Vererbung der

Deletion durch die Mutter hin.
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Zur genauen Verifizierung der Bruchpunkte der >77,5 kbp langen Deletion wurde eine Long-
range PCR, wie in 2.2.2.6 beschrieben, durchgeflhrt. Verglichen wurde DNA der Patientinnen
P9 und P10 mit der Kontrolle des Vaters, die in diesem Bereich keine Deletion aufwies, und
Nuklease-freiem Wasser. Abb. 27 zeigt die Ergebnisse der Gel-Elektrophorese nach der Long-
range PCR. Die Lange des Wildtyp-PCR-Produkts der gesunden Kontrolle betrug 92684 bp
und war damit fur die Generierung eines PCR-Produkts und die Darstellung in dieser
Gelelektrophorese zu lang.

In der DNA der Patientinnen P9 und P10 konnte, wie die beiden deutlichen Banden zeigen,

ein ~20 kbp langes PCR-Produkt nachgewiesen werden. Fir die Kontrolle des Vaters und die
Wasser-Probe zeigten sich keine Banden.
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Abb. 26 WES-Abdeckung der Region um das MSR1-Gen fiir die Patientinnen P9, P10 und deren
Eltern

Gezeigt ist die zur mittleren Abdeckung von Chromosom 8 der Probe normalisierte mittlere Abdeckung
im Bereich Chr8:15,606,006—16,859,376 bp (hg19). Deutlich ist die niedrigere mittlere Abdeckung fir

die Patientinnen P9 (orange), P10 (gelb) und deren Mutter (blau) im Bereich der Exone 5-10 des MSR1-
Gens im Vergleich zur Probe des Vaters (dunkelblau).
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Abb. 27 Ergebnisse der Gel-Elektrophorese nach der Long-range PCR zur Identifikation des
PCR-Produkts in den Proben der Patientinnen P9 und P10 mit der >77,5 kbp Deletion
Aufgetragen ist die GeneRuler 1kb Plus Ladder. Mit Pfeilen markiert sind die Banden der Proben der
Patientinnen P9 und P10, in denen ein ~20 kbp langes PCR-Produkt nachgewiesen werden konnte. In
der Wildtyp-Kontrolle des Vaters sowie Nuklease-freiem Wasser stellte sich diese Bande nicht dar.

Somit wurden im nachsten Schritt fur die Bestimmung der exakten Bruchpunkte der Deletion,
wie in 2.2.2.8 erlautert, eine Sanger-Sequenzierung durchgefihrt. Aufgrund der Auflésung der
WGOM-Methode waren die genauen Bruchpunkte der Deletion unbekannt. Sie konnten
zwischen dem chromosomalen Bereich Chr8:16,077,334 bp (hg38, letzte Markierung, die
noch als nicht deletiert detektiert wurde) und Bereich Chr8:16,191,109 bp (hg38) flr die
Patientin P9 und Chr8: 16,195,019 bp (hg38, erste Markierung, die deletiert ist) fir P10 liegen.
Daher wurde sich mit Hilfe eines Primer-Walkings mit verschiedenen Primern an die
Bruchpunkt herangetastet. Final konnte so mit Hilfe der Sanger-Sequenzierung der genau
Bruchpunkt und somit die GréRe und Lage der Deletion bestimmt werden. Detektiert wurden
die Deletions-Bruchpunkte Chr8:16,087,937-16,166,438 bp (hg38), die somit insgesamt
78501 bp umfassen. Die Deletion der Exone finf bis zehn und Introne vier bis neun konnte
damit bestatigt werden (vgl. Abb. 28).
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Abb. 28 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung zur Detektion der Bruchpunkte der Deletion, die
Teile des MSR1-Gens umfasst, bei den Patientinnen P9 und P10

Gezeigt sind die mittels Sanger-Sequenzierung ermittelten Bruchpunkte der 78501 bp langen Deletion,
die die Exone 5 bis 10 des MSR1-Gens umfasst flir die Patientinnen P9 (oberer Teil der Abbildung) und
P10 (unterer Teil der Abbildung).

3.4.2 Deletionen des RASA4- und RASA4B-Genlokus

In der Region Chr7 (g22.1), die die Gene RASA4 und RASA4B beinhaltet, wurden in zwei
Fallen SVs >90 kbp detektiert. Im Genom der Patienten P6 und P16 wurden eine ca. 96 kbp
lange bzw. eine 99 kbp lange, heterozygote Deletion identifiziert. Einen Uberblick Gber diese
Patienten gibt Tabelle 37.

Im Alter von 13,2 Jahren wurde bei dem Patienten P6 eine T-ALL mit einer Translokation
t(9;11), die zur Fusion von KMT2A mit MLLT3 fUhrte, diagnostiziert. Zudem zeigte der Patient
faziale Dysmorphien wie z. B. einen Hypertelorismus, tiefsitzende Ohren und einen flachen
Nasenrucken sowie Auffalligkeiten beider Daumen, die mit einer Bewegungseinschrankung
einhergingen. Er litt im Zuge der Therapie an einer exzessiven Toxizitat, die sich durch Muko-
sitiden und eine starke Neurotoxizitat zeigte. Somit erflllte er nach Jongmans et al. und Rip-
perger et al. sowohl das Kriterium kongenitaler Anomalien als auch das einer gesteigerten
Toxizitat im Rahmen der Behandlung (57, 60).

Tabelle 37 Die Patienten P6 und P16, bei denen Deletionen des RASA4- und RASA4B-
Genlokus detektiert wurden

Das Alter der Patient*innen bei Diagnosestellung wird in Jahren angegeben. Die KPS-Kriterien be-
schreiben die in 1.2.2 erlauterten Kriterien, die auf ein KPS hinweisen und durch Jongmans et al. und
Ripperger et al publiziert wurden (57, 60).

Diag- Anzahl Deletion im
ID 9 Alter  KPS-Kriterium detektierter Kandida- Lange
nose
SVs tengen
kongenitale Anomalien,
P6 T-ALL 13,2 exzessive Toxizitat im 49 RASA4B 98858 bp
Zuge der Therapie
P16 AML 94  Auffallige 62 RASA4 >95702 bp

Familienanamnese
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Aulerdem entwickelte sein Onkel vaterlicherseits im Alter von 45 Jahren ein Bronchialkarzi-
nom und verstarb daran. P6 hatte Schwierigkeiten beim Lernen und besuchte eine Férder-
schule. Drei Jahre nach der Diagnose erlitt er einen Rickfall und verstarb zehn Monate spater.
Im Genom des Patienten P6 wurden 49 manuell Uberprufte SVs festgestellt. Davon waren
31 Deletionen, 14 Insertionen und vier Duplikationen. Detektiert wurden 26 SVs in intergeni-
schen, neun in intronischen und 14 in potentiell exonischen Bereichen des Genoms. 38 SVs
waren heterozygot, funf hemizygot und eine homozygot. Bei flinf SVs konnte keine eindeutige
Zygotie erkannt werden. Da es sich um eine Duo-Analyse handelt, konnte nicht Gber alle iden-
tifizierten SVs eine Aussage hinsichtlich ihrer Vererbung getroffen werden. SVs in KPGs wur-
den im Genom des Patienten P6 nicht detektiert. Nach ausfuhrlicher Literaturrecherche wurde
jedoch eine Deletion eines Kandidatengens naher untersucht, die im Zusammenhang mit der
Krebsentstehung des Jungen stehen kénnte. In Abb. 29 ist die identifizierte, 98858 bp lange
Deletion in der Region Chr7:102,443,197-102,542,055 bp (hg38) zu erkennen. Die Variante
wurde entweder durch den Vater vererbt oder ist de novo entstanden, da sie im Genom der
Mutter nicht detektiert wurde. In der Region sind die Gene ORAI2, ALKBH4, LRWD1, POLR2J,
RASA4B und UPK3BL2 lokalisiert.

RASA4B
. |
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Abb. 29 98858 bp groRe Deletion auf Chr7 (q22.1) in dem Patienten P6, die das RASA4B-Gen
umfasst

Im oberen Teil der Abbildung ist die optische Genomkartierung des Patienten P6 im Bereich
Chr7:102,443,197-102,542,055 bp (hg38) dargestellt. Die oberen, braunen Balken entsprechen den
Lokalisationen der in der Region lokalisierten Gene, u. a. RASA4B. Darunter werden die Kartierung des
GRCh38-Referenzgenoms in griin und des durch die Deletion betroffenen Allels in blau gezeigt. Deut-
lich wird eine 98858 bp groflie Deletion.

Der untere Teil der Abbildung zeigt in hellblau die deletierte Region, die die Gene ORAI2, ALKBH4,
LRWD1, POLR2J, RASA4B und UPK3BL2 umfasst. Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt.
Die Nutzung erfolgt im Einklang mit der akademischen Lizenzvereinbarung von BioRender.
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Abb. 30 Familienstammbaum des Patienten P16

Der dargestellte Familienstammbaum umfasst drei Generationen. Personen, die im Alter <45 Jahre an
Krebs erkrankten sind in schwarz markiert. Bei dem Patienten P16 wurde eine AML diagnostiziert. Er
wurde in der Abbildung mit einem Pfeil markiert. In Generation 1 war der GroRRvater vaterlicherseits an
einem Kopf-Hals-Tumor erkrankt. In Generation 2 erkrankte der Vater des Patienten P16 an einem
Osophaguskarzinom. Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. Die Nutzung erfolgt im Ein-
klang mit der akademischen Lizenzvereinbarung von BioRender.

P16 erkrankte im Alter von 2,4 Jahren an einer AML. Die Familienanamnese des Jungen war
auffallig, da sein Vater und sein Gro3vater vaterlicherseits beide im Alter von <45 Jahren an
Krebs erkrankten. Der Vater entwickelte vor dem 35. Lebensjahr ein Osophaguskarzinom, wo-
bei das exakte Erkrankungsalter nicht bekannt ist. Bei dem GroRvater vaterlicherseits wurde
im Alter von 30 Jahren ein Kopf-Hals-Tumor diagnostiziert (vgl. Abb. 30).

Neben dem Genom des Patienten konnten auch die Genome beider Elternteile untersucht
werden, sodass hier ein Rickschluss auf de novo entstandene Varianten moglich war. Nach
den in 2.2.1 erklarten Filterschritten wurden insgesamt 62 SVs im Genom des Patienten P16
detektiert, von denen 39 durch die Mutter, 23 durch den Vater vererbt wurden und keine de
novo entstanden war. Die identifizierte Deletion im Intron des KPG FHIT wurde bereits in 3.3
thematisiert.

Es erfolgte eine Analyse der Art, Zygotie und Lokalisation der Gbrigen 61 detektierten SVs
sowie eine ausfuhrliche Literaturrecherche zu ihrem mdéglichen Einfluss auf Kandidatengene
der Krebspradisposition.

In diesem Kontext interessant war eine ca. 96 kbp lange Deletion der Gene RASA4, UPK3BL1,
SPDYE?2B und POLR2J2, die durch den Vater des Patienten P16 vererbt wurde. Sie ist in Abb.
31 dargestellt und befindet sich in der Region Chr7:102,574,533-102,691,465 bp (hg38). Hier-
bei konnten die Bruchpunkte anhand der Markierungen nicht exakt bestimmt werden. Dies ist
in der Abbildung insofern ersichtlich, als dass auf der Kartierung des Allels zwischen den letz-
ten erhaltenen Markierungen ein Abstand besteht. Daher ist auch keine exakte Langenangabe

maoglich.
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Abb. 31 Ca. 96 kbp grofRe Deletion auf Chr7(q22.1) in dem Patienten P16, die das RASA4-Gen
umfasst

Im oberen Teil der Abbildung ist die optische Genomkartierung des Patienten P16 im Bereich
Chr7:102,574,533-102,691,465 bp (hg38) dargestellt. Die oberen, braunen Balken entsprechen den
Lokalisationen der in der Region vorliegenden Gene, u. a. RASA4. Darunter werden die Kartierung des
GRCh38-Referenzgenoms in griin und des durch die Deletion betroffenen Allels in blau gezeigt. Deut-
lich wird eine ca. 96 kbp grof3e Deletion.

Der untere Teil der Abbildung zeigt in hellblau die deletierte Region, die die Gene RASA4, UPK3BL1,
SPDYEZ2B und POLR2J2 umfasst. Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. Die Nutzung er-
folgt im Einklang mit der akademischen Lizenzvereinbarung von BioRender.

Zur weiteren Untersuchung der identifizierten Deletionen auf Chr7(q22.1) bei den Patienten
P6 und P16 wurden die durch WES generierten Daten analysiert. Betrachtet wurde die mittlere
zu Chromosom 7 der Probe normalisierte Abdeckung in den betroffenen Regionen. Es handelt
sich um stark repetitive Bereiche des Genoms, wodurch eine prazise Zuordnung von Reads
erschwert bis nicht moglich war. Daher ist die Abdeckung in den Regionen niedrig und nicht
auswertbar. Die WES-Daten konnten hinsichtlich einer Validierung der Deletionen daher nicht
genutzt werden.

Als nachstes wurden Primer designt, um den Einfluss der Deletionen auf die Expression von
RASA4 bzw. RASA4B mittels gPCR zu verifizieren.

Trotz dreier unabhangiger Primerdesign-Versuche war es nicht moglich, spezifische gqPCR-
Primer fur die Zielregion zu erstellen, da diese eine hohe Sequenzhomologie aufweist. Dies
fihrte zu unspezifischer Amplifikation, die sich im Agarosegel durch das Auftreten mehrerer
unspezifischer Banden unterschiedlicher GroRRe, diffuser Smear-Muster sowie durch Primer-
Dimere aulerte (vgl. Abb. 32). Letzteres konnte auch durch Einsatz unterschiedlicher Primer-
Konzentrationen nicht vermieden werden. Es ist daher zum aktuellen Zeitpunkt nicht méglich,
spezifische Primer fur die durch die Deletionen betroffenen Regionen zu designen, weshalb
eine Expressionsanalyse mittels gPCR nicht erfolgen konnte.

Im Genom der Patienten P6 und P16 wurden eine >98 kbp bzw. eine ca. 96 kbp lange Deletion
nachgewiesen, die u. a. die Gene RASA4B bzw. RASA4 umfassen. Die Deletionen kénnen
keinen Einfluss oder aber einen Effekt auf die Expression und Funktion der Gene haben. Auf-
grund der hohen Sequenzhomologie ist aktuell keine weitere Verifizierung der Deletionen mog-
lich.
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Abb. 32 Validierung der qPCR-Primer zur Expressionsanalyse von RASA4 anhand von cDNA und
gDNA aus Reh- und HEK293-Zellen

Beispielhaft abgebildet sind die Aufnahmen des 2%-Agarosegels zur Validierung eines qPCR-Primer-
paars zur Expressionsanalyse von RASA4. Genutzt wurde cDNA und gDNA aus Rehbein(Reh)-Zellen
(links) und humanen embryonalen Nieren-293(HEK)-Zellen (rechts), verglichen mit einer Negativkon-
trolle ohne cDNA- bzw. gDNA-Template (NTC) und einer Kontrolle ohne Reverse Transkriptase (NRT).
Aufgetragen ist die Quick-Load 100bp DNA Ladder (New England BioLabs). Ersichtlich sind unspezifi-

sche Banden, Smear-Muster und Banden durch Primerdimere bei cDNA und gDNA aus Reh- und
HEK293-Zellen.
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3.4.3 Potentielle Deletion eines DKK71-Enhancers

Die Patientin P14 erhielt im Alter von 3,1 Jahren die Diagnose eines ZNS-Tumors. Im Biopsat
konnten ein SHH-aktiviertes, NTRK1-positives Medulloblastom sowie ein NTRK7-negatives
Astrozytom identifiziert werden. Somit sind zwei der auf ein KPS hinweisenden Kriterien erflllt,
da bei der Patientin zum einen zwei synchron vorliegende Tumorerkrankungen diagnostiziert
wurden und SHH-aktivierte Medulloblastome per se auf KPS hindeuten (57, 60).

Die SVs der Patientin konnten mit Hilfe von WGOM mit denen der Eltern verglichen werden.
Insgesamt tragt die Patientin 41 SVs, von denen eine de novo entstand, 21 maternal und 19
paternal vererbt wurden.

Es wurde eine Deletion detektiert, die im Zusammenhang mit einer mdglichen Krebspradispo-
sition stehen kénnte. Diese ist auf Chr10 (q21.1) lokalisiert, heterozygot und 555 bp grof3. Mo-
lekile, die die Deletion tragen, wurden sowohl im Genom der Mutter (45 Molekile) als auch
im Genom des Vaters der Patientin P14 (52 Molekiile) identifiziert. Der durch WGOM angege-
bene Bereich, Chr10:52,432,178-52,451,594 bp, istin Abb. 33 abgebildet. In diesem sind zwei
Markierungen erhalten, wodurch eine konkretere Aussage zur Lokalisation der Deletion
ermoglicht wird.

Es kann vermutet werden, dass sie im linken, dunkelblauen Bereich der Abbildung lokalisiert
ist. Hier befinden sich die Enhancer GH10J052436 und GH10J052439 (76).

Sie wirken auf das DKK7-Gen, das als Kandidaten-Tumorsuppressorgen in Wnt-aktivierten
Medulloblastomen diskutiert wird (149).

Fir die Verifizierung der Deletion wurde aufgrund der GrofRe der durch WGOM angegebenen
Region keine PCR durchgefuhrt.
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Abb. 33 555 bp groBe Deletion auf Chr10 (q21.1) in der Patientin P14 mit potentiellem Einfluss
auf einen Enhancer des DKK7-Gens

Im oberen Teil der Abbildung ist die optische Genomkartierung der Patientin P14 im Bereich
Chr10:52,432,178-52,451,594 bp (hg38) dargestellt. Der obere, grine Balken entspricht der Kartierung
des GRCh38-Referenzgenoms, der blaue darunter der Kartierung des durch die Deletion betroffenen
Allels. Deutlich wird eine 555 bp groRe Deletion.

Der untere Teil der Abbildung zeigt die durch WGOM angegebene Region, welche Enhancer umfasst,
die u. a. die Expression des DKK7-Gens regulieren (70, 76). Da zwei Markierungen in diesem Bereich
auf dem Allel erhalten sind, von denen jedoch eine (weil3e Markierung) durch WGOM nicht verknipft
werden konnte, lasst sich die Aussage zur Lokalisation der Deletion konkretisieren. Demnach ist die
Deletion im linken, dunkelblauen Bereich lokalisiert. Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt.
Die Nutzung erfolgt im Einklang mit der akademischen Lizenzvereinbarung von BioRender.
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Es erfolgte stattdessen eine gPCR, um einen moglichen Effekt der Deletion auf die mRNA-
Expression von DKK1 bei der Patientin zu evaluieren. Als Kontrollen wurden vier
Medulloblastom-Zelllinien genutzt, von denen zwei als Positivkontrollen mit hoher DKK1-
Expression dienten (Daoy und UW-228-2) und zwei als Negativkontrollen (D425 Med und
MED-MEB-8a). Die Expressionsdaten der Zelllinien wurden durch die Arbeitsgruppe
padiatrische Neuroonkologie der Klinik flr Kinder-Onkologie, -Hamatologie und Klinische
Immunologie des Universitatsklinikums Disseldorf mittels RNA-Sequenzierung erhoben und
freundlicherweise fir diese Arbeit zur Verfligung gestellt.

Zunachst wurde als Grundsatzbeweis der Methode die mMRNA-Expression von DKK1 normali-
siert gegen die Housekeeping-Gene HPRT1 und GUSB in den o. g. Zelllinien bestimmt (vgl.
Abb. 34 A). Es zeigte sich eine hdhere normalisierte DKK1-mRNA-Expression in den Positiv-
kontrollen als in den Negativkontrollen. Im unabhangigen t-Test konnte dies mit einer sehr
starken bzw. extrem starken Signifikanz bestatigt werden (p<0,001; fur DKK1/GUSB in
Daoy/D425 Med p<0,01).

Im Folgenden wurde die Expression von DKK1 gegen die Expression von HPRT1 und GUSB
normalisiert in PBMCs der Patientin P14, ihrer Eltern sowie von sechs Individuen ohne SV in
der Region untersucht (vgl. Abb. 34 B).

Die WGOM-Daten lassen eine heterozygote Deletion bei der Patientin P14 sowie deren Mutter
und Vater vermuten. In den drei Proben dieser Personen konnte eine erhohte relative DKK1 -
mRNA-Expression im Vergleich zu den Proben der Proband*innen, die keine SV in der unter-
suchten Region tragen (Kontrollen), festgestellt werden. Im unabhangigen t-Test wurde ein
starker bzw. sehr starker signifikanter Unterschied der relativen DKK1-mRNA-Expression in
den Proben der Patientin P14 und deren Mutter zu den Kontrollen detektiert (p<0,05). Im Ver-
gleich zum Mittel aller Kontrollproben zeigte die Patientin P14 eine um das 5,3-fache
(DKK1/GUSB) bzw. 6,7-fache (DKK1/HPRT1) erhdhte relative Expression von DKK1. Bei ihrer
Mutter konnte eine 3,6-fache (DKK1/GUSB) bzw. 6,0-fache (DKK1/HPRT1) Steigerung der
relativen Expression nachgewiesen werden. In der Probe des Vaters der Patientin P14 wurde
ein signifikanter Unterschied (p<0,05) fur die gegen HPRT1 normalisierte DKK1-mRNA-Ex-
pression festgestellt. Die Untersuchung der gegen GUSB normalisierten DKK1-mRNA-Ex-
pression ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied (p=0,05). Ein signifikanter Unterschied
der relativen DKK1-mRNA-Expression zwischen den Proben der Patientin P14 und ihrer Mut-
ter sowie der Probe des Vaters konnte im unabhangigen t-Test nicht ermittelt werden (p=0,05).
Verglichen mit dem Mittelwert der Kontrollen zeigte sich eine erhdhte relative DKK1-mRNA-
Expression in den Proben der Patientin P14 und ihrer Mutter. Die Ergebnisse divergieren je-
doch fir beide Housekeeping-Gene, sodass fur die Probe des Vaters in der Normalisierung
gegen GUSB kein signifikanter Unterschied erfasst werden konnte, in der Normalisierung ge-

gen HPRT1 jedoch gegeben war.
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Abb. 34 Relative Expression der DKK1-mRNA in Relation zu GUSB und HPRT1 in der Patientin
P14, ausgewdhlten Zelllinien, ihren Eltern und PBMC-Kontrollen

Dargestellt ist die relative DKK1-mRNA-Expression normalisiert gegen GUSB (dunkelblau) und HPRT1
(orange) als Referenzgene (AACt-Wert). Die Y-Achse zeigt den relativen Expressionswert, die X-Achse
die experimentellen Proben. In A ist die mMRNA-Expression in PBMCs der Patientin P14 sowie in Zellli-
nien dargestellt, in denen eine hohe DKK1-Expression (UW-228-2 und Daoy) bzw. eine niedrige Ex-
pression (MED-MED-8a und D425 Med) bekannt ist. Dies dient als Grundsatzbeweis fiir die Untersu-
chung der DKK1-mRNA-Expression. Auf der X-Achse in B sind die PBMC-Proben von P14, ihren Eltern
sowie sechs Individuen, die keine SV in der untersuchten Region tragen (K1-K6) und deren Mittelwert
(M K1-K6) gezeigt. Die Daten sind als Mittelwert aus N=3 unabhangigen Experimenten dargestellt.
Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt. Die Nutzung erfolgt im Einklang mit der akademi-
schen Lizenzvereinbarung von BioRender.
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3.4.4 Mogliche Deletion eines SPRED1-Enhancers

Im Alter von einem Jahr entwickelte der Patient P12 ein Optikusgliom. Auf’erdem wurden auf
seiner Haut CALM erkannt. Unter den durch Jongmans et al. und Ripperger et al. publizierten
Hinweisen auf das Vorliegen eines KPS erfiillte er somit die Kriterien der auffalligen Tumordi-
agnose sowie zusatzlich der klinischen Anomalien (57, 60).

In der WGOM fielen Gberdurchschnittlich viele SVs im Genom des Patienten P12 auf. Wahrend
die Anzahl der SVs pro Patient*in im Mittel bei 53 + 21,8 lag, wurden bei dem Jungen 149 ma-
nuell Uberprifte SVs identifiziert. Davon war keine de novo entstanden. 31 SVs wurden von
der Mutter, 118 vom Vater vererbt.

In Bezug auf eine mdgliche Krebspradisposition interessant war eine ca. 2,5 kbp lange, inter-
genisch lokalisierte Deletion in der Region Chr15 (q14), die durch die Mutter des Jungen ver-
erbt wurde (vgl. Abb. 35). In diesem Bereich befindet sich eine durch das 1000 Genomes
Consortium Phase 3 Projekt beschriebene, 2444 bp grof3e Deletion (esv3636189), die in
0,08% der untersuchten Kontrollen vorhanden ist (71). Jene Variante Uberlappt mit einem Teil
des Enhancers GH15J038126, wie der untere Teil von Abb. 35 zeigt. Dieser Enhancer reguliert
u. a. die Expression des Gens SPRED1 in zahlreichen Geweben, darunter auch Astrozyten
(76, 150).
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Abb. 35 2464 bp groBe Deletion auf Chr15 (q14) im Genom des Patienten P12 mit potentiellem
Einfluss auf einen Enhancer des SPRED1-Gens

Im oberen Teil der Abbildung ist die optische Genomkartierung des Patienten P12 im Bereich
Chr15:38,123,996-38,130,065 bp (hg38) dargestellt. Der obere, griine Balken entspricht der Kartierung
des GRCh38-Referenzgenoms, der blaue darunter der Kartierung des durch die Deletion betroffenen
Allels. Deutlich wird eine Deletion, da der Abstand zwischen den Markierungen auf dem Allel im Ver-
gleich zur Referenz verkurzt ist.

Der untere Teil der Abbildung zeigt die durch WGOM angegebene Region. Der darin oben dargestellte,
graue Balken entspricht einem Enhancer, der u. a. die Expression des SPRED1-Gens reguliert (76).
Der darunter angezeigte, rote Balken zeigt eine durch das 1000 Genomes Consortium Phase 3 be-
schriebene Variante, die 2444 bp grof} ist und in 0,08% der Kontrollen identifiziert wurde. Diese Abbil-
dung wurde mit BioRender.com erstellt. Die Nutzung erfolgt im Einklang mit der akademischen Lizenz-
vereinbarung von BioRender.
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Abb. 36 Ergebnisse der Gel-Elektrophorese nach der Touchdown PCR zur Verifizierung der ca.
2,5 kbp groRen Deletion in dem Patienten P12 und seiner Mutter (P12_M)

Aufgetragen ist die GelPilot 1 kb Ladder. Mit weil3en Pfeilen markiert sind die Banden der Proben von
P12 und der Mutter von P12 (P12_M), in denen ein 635 bp langes PCR-Produkt nachgewiesen werden
konnte. In der Wildtyp-Kontrolle des Vaters (P12_V) sowie einem PBMC-Pool aus Proben, die die De-
letion nicht tragen, wurde ein 3095 bp langes PCR-Produkt identifiziert, das mit schwarzen Pfeilen mar-
kiert ist. In Nuklease-freiem Wasser (H20) stellte sich keine Bande dar.

Um die ca. 2,5 kbp lange Deletion zu verifizieren, wurde eine Touchdown-PCR, wie in 2.2.2.5
erlautert, durchgefiihrt. Verglichen wurde DNA des Patienten P12 mit der seiner Mutter und
seines Vaters sowie mit einem Pool gesunder Kontrollen, bei denen im betreffenden Bereich
keine SV vorhanden war, und Nuklease-freiem Wasser (vgl. Abb. 36). Das Wildtyp-PCR-Pro-
dukt ist ca. 3,1 kbp lang und anhand der Banden der PBMC-Pool-Kontrolle und der Probe des
Vaters sichtbar. Im Gegensatz dazu betragt die Lange der PCR-Produkte der Proben von P12
und seiner Mutter <1 kbp. Dies beweist die Deletion von ca. 2,5 kbp bei P12 und seiner Mutter.
Um die Lokalisation der Bruchpunkte der Deletion genau zu bestimmen, wurde, wie in 2.2.2.8
erklart ist, eine Sanger-Sequenzierung durchgefiihrt. Deletiert ist der Bereich
Chr15:38,126,637-38,129,085 bp (hg38).

Abb. 37 zeigt die Verifizierung der Bruchpunkte der Deletion von P12 und seiner Mutter durch
die Sanger-Sequenzierung. Die Sequenzierung bestatigte die 2450 bp lange Deletion, wobei
4 bp zusatzlich eingefiugt wurden. Die Bruchpunkte der Deletion befinden sich 7 bp und 2 bp
von denen der durch das 1000 Genoms Consortium Phase 3 beschriebenen Variante entfernt
(71).
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Abb. 37 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung zur Detektion der Bruchpunkte der Deletion im
Enhancer des SPRED1-Gens bei dem Patienten P12 und seiner Mutter (P12_M)

Gezeigt sind die mittels Sanger-Sequenzierung ermittelten Bruchpunkte der 2450 bp langen Deletion,
die den Enhancer des SPRED1-Gens umfasst fir den Patienten P12 (oberer Teil der Abbildung) und
seiner Mutter (P12_M, unterer Teil der Abbildung). Zusatzlich eingefiigt wurden 4 bp. Diese Abbildung

wurde mit BioRender.com erstellt. Die Nutzung erfolgt im Einklang mit der akademischen Lizenzverein-
barung von BioRender.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Genom von 29 padiatrischen, an Krebs erkrankten
Patient*innen untersucht, um flir deren Tumorentstehung potentiell pradisponierende SVs zu
identifizieren. Ausgewahlte SVs wurden mit weiterfihrenden Methoden, z. B. PCR, gPCR oder
Sanger-Sequenzierung, verifiziert.

Im Folgenden sollen die Kohorte der Patient*innen und die Gesamtheit der detektierten SVs
diskutiert werden. Weiterhin werden einzelne SVs auf ihren moéglichen Beitrag zu einer Krebs-

pradisposition Uberpriift.

4.1 Klinische Merkmale und Charakteristika der Patient*innen

In dieses Projekt wurden 29 Familien eingeschlossen. Die Kohorte ergab sich aus denin 2.1.1
beschriebenen Auswahlkriterien. Sie ist aus verschiedenen Grunden kleiner als in
vorangegangenen Publikationen, die sich mit Krebspradisposition im Erwachsenen- und
Kindesalter befassen (12). Krebserkrankungen des Kindesalters sind selten. Deutschlandweit
wurden im Jahr 2018 bei 2255 Kindern und Jugendlichen bis 18 Jahre Krebserkrankungen
diagnostiziert. Eines von 337 Neugeborenen erkrankt bis zum 18. Lebensjahr an einer
malignen Neubildung (151). Es erfolgte eine strenge Selektion anhand anamnestischer oder
kérperlicher Auffalligkeiten, die das Vorliegen eines KPS wahrscheinlich machen. Aul3erdem
wurden ausschliel3lich Patient*innen ausgewahlt, bei denen in der WES keine pathogene oder
wahrscheinlich pathogene, fir Krebserkrankungen pradisponierende Variante identifiziert
wurde. Bei den eingeschlossenen Patient'innen war das Vorliegen eines KPS also
wahrscheinlich, ein Nachweis durch die etablierten Methoden jedoch nicht mdglich. Schliefl3lich
wurde flir die Durchfihrung von WGOM eine bestimmte Menge hochmolekularer DNA
bendtigt, die bei einigen Patient*innen, auf die die o. g. Kriterien passen wirden, nicht
extrahiert werden konnte. Exkludiert wurden auRerdem Falle, die die Qualitdtsparameter
(Tabelle 40, Tabelle 41 und Tabelle 42 im Anhang) nicht erfullten. Bei wenigen Proben (P17,
P20, Probe der Mutter von P8, Proben des Vaters von P17 und P20) wurden geringe

Abweichungen einzelner Qualitatskriterien toleriert, um eine Auswertung zu ermdglich.

4.1.1 Geschlechtsspezifische Unterschiede der Inzidenz

Jungen erkranken haufiger an malignen Erkrankungen als Madchen. Dies trifft auf verschie-
dene Krebsentitdten zu, u. a. auf hdmatologische und ZNS-Neoplasien des Kindesalters (152).
Nach Daten des deutschen Kinderkrebsregisters waren ca. 56% der zwischen 2009 und 2018
erkrankten Kinder mannlich und 44% weiblich (151). Die in 2.1.1 erlduterten Kriterien trafen
aufmehr Jungen (66%) als Madchen (34%) zu, sodass auch in der untersuchten Kohorte mehr
Jungen als Madchen betrachtet wurden. Ahnlich zeigte sich dies in bisher publizierten Studien
zur Krebspradisposition bei Kindern. In diesen machte der Anteil mannlicher Kinder und Ju-
gendlicher 51-65% aus (39, 41, 42, 72).
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Weshalb das Auftreten von Krebserkrankungen bei Jungen haufiger als bei Madchen ist, ist
noch nicht abschlieRend geklart. Neben Umweltfaktoren und Verhaltensunterschieden
zwischen den Geschlechtern scheinen auch biologische Faktoren eine unterschiedliche
Inzidenz zu bedingen. Hierzu zahlen der Einfluss von Sexualhormonen und der
Geschlechtschromosomen auf die Tumorentwicklung. Weiterhin wurden Differenzen in der
Funktionsweise des Immunsystems festgestellt (153, 154). Darlber hinaus wurden
kongenitale Anomalien ebenfalls haufiger bei Jungen als bei Madchen beobachtet. Ein
erhohtes Risiko fir die Entwicklung einer Tumorerkrankung zeigten dabei Kinder mit
chromosomalen  Anomalien, Monosomien und nicht-syndromalen  angeborenen
Behinderungen (155). Gillani et al. beobachteten einen geschlechtsspezifischen
Zusammenhang zwischen sehr grof3en, unbalancierten Chromosomenanomalien (>1 Mbp) in
der Keimbahn und einem 4-fach erhéhten Risiko fur solide Tumoren bei mannlichen Kindern.
Fir weibliche Patientinnen konnte dieser Zusammenhang nicht festgestellt werden. Die
Grinde fur diesen geschlechtsabhangigen Unterschied sind bislang nicht bekannt. Die
grolden, unbalancierten SVs wurden nicht an speziellen Loci detektiert, sondern schienen
scheinbar willkurlich Gber das Genom verstreut. Daher vermuteten die Autor*innen einen
Zusammenhang zu genomischer Instabilitat, insbesondere wahrend der Tumorinitiation (156).
Eine weitere Theorie betrachtet die genetische Redundanz. Redundanz bedeutet, dass ein
Organismus mehrere Kopien eines Gens besitzt, die flr dieselbe oder ahnliche Funktionen zur
Verfligung stehen und bei der Mutation einer Genkopie eine Kompensation erlauben. Bei einer
XY-Chromosomenkombination ist sie geringer als bei einer XX-Kombination. Durch Deletionen
oder Duplikationen kann die Anzahl der Kopien eines Gens oder Genabschnitts verandert
werden (Dosierungsungleichgewicht), wodurch die Expression verringert oder verstarkt wird.
Laut dieser Theorie reagieren mannliche Individuen (XY-Chromosomensatz) empfindlicher auf
z. B. ein Dosierungsungleichgewicht durch SVs. Jedoch sind auf dem Y-Chromosom nur
wenige klassische Onko- oder Tumorsuppressorgene bekannt (157). Weitere maogliche
Differenzen ergeben sich aus epigenetischen Mechanismen und einer moéglichen geringeren
Effizienz in der DNA-Reparatur bei mannlichen Individuen (156). Vermutet wird also ein
Zusammenspiel genetischer, hormoneller und epigenetischer Faktoren, die zu einer
geschlechtsspezifischen Risikoerhéhung beitragen. Um die zugrundeliegenden Mechanismen

besser zu verstehen, sind weitere Studien erforderlich.

4.1.2 Altersabhangige Unterschiede der Inzidenz

Betrachtet man das Alter der Kinder zum Zeitpunkt der erstmaligen Diagnosestellung, fallt auf,
dass eine unterschiedliche Inzidenz in verschiedenen Altersgruppen besteht. Laut dem
Jahresbericht des Deutschen Kinderkrebsregisters von 2019, welcher diagnostizierte Falle
zwischen 2009 und 2018 betrachtet, treten die meisten Falle in der Gruppe bis zum 5.
Lebensjahr auf (37,5%). 21,3% der Meldungen stammen aus der Gruppe der 5-10-Jahrigen,

24,3% von den 10-15-Jahrigen und 16,9% aus der Gruppe der 15-18-Jahrigen (151). Auch
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in diesem Projekt war der Anteil der Kinder bis 5 Jahre am grof3ten (44,8%). Die Altersgruppe
zwischen 5 und 10 Jahren machte 20,7%, die zwischen 10 und 15 Jahren 27,6% und jene >15
Jahre 6,9% aus. Ahnliche Verteilungen zeigen bisher veroffentlichte Publikationen, wobei der
Anteil der Kinder <5 Jahre bei einigen Studien mit 52,5-60,6% noch héher ist (41, 72). Auch
bei Untersuchungen der haufigsten malignen Erkrankung des Kindesalters, der akuten
lymphatischen B-Zell-Precursor Leukamie, konnte ein Altersgipfel zwischen dem zweiten und
sechsten Lebensjahr festgestellt werden. Dieser zeigt sich bei anderen Leukdmien, z. B. T-
ALL oder AML im Jugend- oder Erwachsenenalter und ist weniger deutlich ausgepragt. Es gibt
verschiedene Theorien dazu, weshalb diese altersabhangigen Unterschiede der Inzidenz
bestehen. Fir die akute lymphatische B-Zell-Precursor Leukdmie geht man von einer
genetischen Pradisposition aus, durch die bereits frihzeitig prakursorische Zellklone
expandieren, teils wahrend der fetalen Hamatopoese. Zudem kommt es in der frihen Kindheit
zu einer rasanten Entwicklung des Immunsystems und multiplen Expositionen gegenuber
Infektionen aus der Umwelt. Vermutet wird, dass frihkindliche Reifung und Pragung des
Immunsystems (,early-life immune training“) einen praventiven Effekt auf die Entstehung von
Leukdmien hat. Diese kann beispielsweise durch friihzeitige Impfungen und ein vielfaltiges
Darmmikrobiom erfolgen. Dagegen kénnen infektionsbedingte Stérungen des Immunsystems
und eine zu geringe immunologische Pragung die Entstehung von Leukdmien unterstitzen
(158).

Auffallig ist weiterhin, dass auch solide Tumoren in der Altersgruppe <5 Jahre haufiger sind
und embryonale Tumoren am haufigsten bei Neugeborenen auftreten, was einen pranatalen
Ursprung nahelegt (159). In den frihen Lebensjahren durchlaufen Kinder entscheidende
Wachstums- und Entwicklungsphasen, in denen die Zellteilung und -replikation stark erhoht
sind. Diese Prozesse kdnnen zu Mutationen flhren, die das Risiko fiir die Entstehung von
Krebs erhéhen. Zu einer Anhaufung genetischer Veranderungen und damit zur Entwicklung
einer malignen Erkrankung kann es beispielsweise durch unreife oder eingeschrankte DNA-
Reparaturmechanismen kommen. Eine andere Theorie beschaftigt sich mit der Aktivierung
von z. B. endogenen DNA-Nukleasen, die zu bestimmten Entwicklungszeitpunkten Mutationen
induzieren kénnen (160).

Wie in bereits publizierten Studien war im Rahmen dieser Arbeit der Anteil der an Krebs er-
krankten Kinder <5 Jahre am hdchsten, was u. a. mit einer vermehrten Zellteilung, durch die

mehr genetische Varianten entstehen, sowie durch die Immunhypothese erklart werden kann.
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4.1.3 Inzidenz struktureller Varianten nach ethnischer Zugehorigkeit

Es wurde, wie in 3.1.1 gezeigt ist, ein deutlicher Unterschied in der Anzahl der detektierten
SVs je nach ethnischer Herkunft der Patient*innen festgestellt. Bei den Kategorien handelt es
sich jedoch nicht um klar abgrenzbare Gruppen, sondern um grobe Annaherungen an die
komplexe genetische Vielfalt durch geographische Bezeichnungen. Im Mittel wurden bei den
Patient*innen mit Eltern europaischer Herkunft 47,2 + 10,1 SVs erfasst. Bei P18, der Patientin
mit tdrkischen Wurzeln, waren es weniger, bei den weiteren Kindern, deren Eltern nicht aus
Europa stammen, waren es deutlich mehr SVs. Auffallig ist, dass bei dem Patienten P12
149 SVs identifiziert wurden. Seine Eltern sind europaischer bzw. afrikanischer Herkunft. Die-
ser deutliche Unterschied in der Anzahl der detektierten SVs lasst sich mit der Auswahl des
Kontrollgenoms erklaren. Hierfir wurde das GRCh38-Referenzgenom genutzt. Es umfasst
verschiedene Populationen, jedoch vorwiegend das Genom eines afrikanisch/europaischen
Mannes, und wechselt an mehreren Stellen von einem ethnischen Haplotyp zu einem anderen
(161).

Es existiert eine Vielfalt ethnienspezifischer, sich jedoch teils Gberlappender Haplotypen. Ver-
schiedene Studien haben gezeigt, dass bei der Assemblierung von Genomen diverser z. B.
afrikanischer, asiatischer oder indigener nordamerikanischer Ethnien zu einem bedeutenden
Anteil Sequenzen auftreten, die durch das Referenzgenom nicht reprasentiert werden (162,
163). Im Rahmen dieser Arbeit wurden durch WGOM im Vergleich zum GRCh38-Referenzge-
nom detektierte SVs mit Datenbanken wie DGV, die Informationen Uber ethnienspezifische
Polymorphismen enthalten, abgeglichen.

Einige der bei dem Patienten P12, dessen Vater aus Ghana stammt, ermittelten SVs entspre-
chen also bevolkerungsspezifischen Varianten, die durch die Auswahl der Referenz nicht als
solche erkannt werden (162, 163).

Darlber hinaus wurde in Afrikaner*innen und African Americans die starkste genetische
Diversitat innerhalb einer Population beobachtet, was auf die lange Entwicklungsgeschichte in
Bezug auf die geographische Heimat zurtckgefuhrt wird (164). In der Entwicklung der
afrikanischen Bevolkerung werden zudem weniger Bofttleneck-Effekte, Phasen, in denen die
Bevolkerungszahl und damit die genetische Diversitat deutlich reduziert wurden, diskutiert als
in z. B. den europaischen Populationen (165).

Aktuell wird, z. B. im Rahmen des Telomere-to-Telomere-Projekts (T2T) mittels LRS, an der
Vervollstandigung von Referenzgenomen und Pangenomen gearbeitet. Licken bestanden
bisher insbesondere in repetitiven DNA-Regionen, die ca. 8% des Genoms ausmachen und
nun systematisch analysiert werden kénnen. Damit kénnen graphbasierte Referenzgenome
entwickelt, populationsspezifische Unterschiede in der SV-Erkennung minimiert und die gene-
tische Diversitat besser abgebildet werden. Aulderdem werden bisher unbekannte Gene und

regulatorische Elemente entdeckt (166).
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Die Anzahl der detektierten SVs war also abhangig von der ethnischen Herkunft der

Patient*innen, was mit der Auswahl der Referenz zusammenhangt.

4.1.4 Verteilung der Tumorarten in der Kohorte

Maligne hamatologische Erkrankungen, zu denen Leukamien und Lymphome zahlen, sind die
haufigsten Krebserkrankungen des Kindesalters. Laut dem Jahresbericht des Deutschen Kin-
derkrebsregisters machen sie 45% aller Krebserkrankungen aus. In den Analysen von Zhang
et al. wurden bei Patient*innen mit hamatologischen malignen Erkrankungen jedoch am sel-
tensten pathogene Keimbahnvarianten identifiziert (12). Im Rahmen dieses Projekts war eben-
falls der Hauptteil der Patient*innen (58,6%) an hamatologischen Neoplasien, wie Leukamien
oder Lymphomen, erkrankt. Die zweitgré3te Gruppe stellen sowohl in diesem Projekt (24,1%),
als auch deutschlandweit (23,6%) Kinder dar, bei denen ZNS-Tumoren diagnostiziert wurden.
Solide und embryonale Tumoren machen einen geringeren Anteil aus (151). Eine ahnliche
Verteilung zeigt sich in zuvor publizierten Studien, die sich mit Krebspradispositionen bei Kin-
dern befassten (12, 41, 72). Mit jenen sind die Daten der vorliegenden Untersuchung daher

hinsichtlich der betrachteten Tumorentitaten vergleichbar.

4.1.5 Klinische Kriterien fiir das Vorliegen eines KPS

Um die begrenzte Ressource des WGOM moglichst optimal zu nutzen, wurden im Rahmen
dieser Arbeit an Krebs erkrankte Kinder und Jugendliche untersucht, bei denen mit erhdhter
Wahrscheinlichkeit ein KPS vorliegt. Jongmans et al. und Ripperger et al. beschrieben die in
1.2.2 dargestellten und in diesem Projekt genutzten Faktoren, die sich der Frage naherten,
wann in der klinischen Praxis ein KPS in Betracht gezogen werden und eine humangenetische
Vorstellung erfolgen sollte. Dabei ist jedoch wichtig zu wissen, dass durch die heterogene
Gruppe an Krebserkrankungen keine vollstandige Darstellung aller pradisponierenden Kondi-
tionen und Symptome erreicht werden kann. Teils lagen nur bedingt evidenzbasierte Studien
vor, sodass die Erfahrung der Expert*innen in die Auswahl der Kriterien einbezogen wurde.
Diese Auswahl soll zukunftig reevaluiert werden. Die klinische Untersuchung, in der z. B. kon-
genitale Anomalien, Hautveranderungen oder Dysmorphien erkannt werden sollen, ist stets
abhangig von der durchfiihrenden Person (57, 60).

Denkbare Limitationen bestehen darlber hinaus in unvollstdndigen Familienanamnesen.
Diese ergeben sich beispielsweise, wenn zu einem Teil der Familie kein Kontakt besteht oder
Unwissenheit Uber Krankheits- und Todesfélle verwandter Personen herrscht. Aulerdem
kénnen klinische Auffalligkeiten, die auf ein KPS hinweisen, bei jungen Kindern noch nicht
ausgepragt sein. Auch eine exzessive Toxizitat als Reaktion auf die Therapie kann haufig erst
im Verlauf beurteilt werden. Beispielsweise entwickeln Patient*innen mit einem Navoid-
Basalzell-Karzinom-Syndrom Jahre nach einer Strahlentherapie zahlreiche
Basalzellkarzinome in der bestrahlten Kdorperregion (57). Wurde bei einem*r Patient*in kein

Kriterium als auffallig beschrieben, heifl3t das nicht, dass kein KPS vorliegen kann.
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Die Zuverlassigkeit klinischer Kriterien, die auf ein KPS hindeuten, wurde zuletzt durch ver-
schiedene Studien untersucht. Friedrich et al. zeigten, dass bei Nutzung klinischer Checklisten
KPSs bei ca. einem Drittel der betroffenen Kinder unerkannt bleiben (167). Bakhuizen et al.
untersuchten bei Kindern mit neu diagnostizierten malignen Erkrankungen die Effektivitat einer
genetischen Testung nach klinischer Selektion im Vergleich zu einer phanotypunabhangigen
Panel-Sequenzierung zur Identifikation ursachlicher KPSs. Der phanotypbasierte Ansatz er-
moglichte die Detektion der meisten ursachlichen Syndrome. Die phanotypunabhangige Se-
quenzierung identifizierte zusatzliche KPSs, deren klinische Relevanz jedoch unklar ist (168).
In den Studien wurden klinische Checklisten genutzt, die den in dieser Arbeit verwendeten
Kriterien nach Jongmans et al. und Ripperger et al. weitgehend entsprechen. Letztere berick-
sichtigen dartber hinaus eine erhéhte therapieassoziierte Toxizitat als weiteres Kriterium (57,
60, 167, 168). Beide Gruppen empfehlen die komplementare Nutzung von standardisierter,
klinischer Evaluation und genetischer Diagnostik (167, 168).

Die in dieser Arbeit genutzten Kriterien, die das Vorliegen eines KPS wahrscheinlich machen,
stellen also eine fiir den klinischen Alltag geeignete Richtlinie dar, sollten aber weiterhin durch

neue Evidenzen und Erfahrungswerte reevaluiert und angepasst werden.
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4.2 Gesamtubersicht der detektierten strukturellen Varianten

Wie in 1.4 beschrieben, konnten Wagener et al. und Broeckel et al. zeigen, dass mittels
WGOM eine valide Detektion von SVs in Keimbahnproben maéglich ist (79, 89). Um die Anzahl
der SVs auf die am ehesten klinisch relevanten zu reduzieren, nutzten die Gruppen bestimmte
Filterkriterien. Laut Broeckel et al. lag die Anzahl der SVs pro Fall nach mehreren Filterschritten
zwischen 25 und 60. Die Filterkriterien waren dabei ahnlich zu den in dieser Arbeit
verwendeten. Eingeschlossen wurden Varianten, die in weniger als 1% der Bevdlkerung
auftreten und mindestens 1500 bp lang sind (89). Die Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe,
wovon diese Arbeit einen Teil darstellt, ergaben bei 34 padiatrischen Krebspatient*innen im
Mittel 49 £ 5,3 SVs (79). Bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten 29 Patient*innen
handelte es sich im Mittel um 53 + 21,8 SVs. Dies ist vergleichbar mit den o. g. Ergebnissen

zuvor publizierter Daten (79, 89).

4.2.1 Strukturelle Varianten im Hinblick auf den Typ

Den Grofiteil der in diesem Projekt erfassten SVs stellen Deletionen und Insertionen dar. Dies
entspricht den bisher publizierten Ergebnissen diverser Studien zu SVs in der Keimbahn an
Krebs erkrankter Patient*innen (79, 169). Fujimoto et al. und Kidd et al. erlautern mégliche
Prozesse, die zur Entstehung von SVs fuhren und das haufigere Auftreten von Deletionen und
Insertionen bedingen. Die meisten SVs in der Keimbahn entstehen demnach durch mikroho-
mologievermittelte Prozesse, nicht-allelische homologe Rekombination und L1-Retrotranspo-
sition. Als elementar werden Transposons betrachtet. Es handelt sich dabei um mobile, repe-
titive DNA-Elemente, die an verschiedenen Stellen des Genoms ausgeschnitten und wieder-
eingefugt werden konnen. Relevant sind au3erdem segmentale Duplikationen und Pseudo-
gene (169-171).

Durch die WGOM erfolgt keine Sequenzierung. Es werden Markierungen in spezifische DNA-
Motive eingebracht. Dies bedingt eine gewisse Ungenauigkeit bei der Einteilung in SV-Typen.
Fehlen Markierungen oder werden zusatzliche im Vergleich zur Referenz angezeigt, spricht
man von Deletionen bzw. Insertionen. Wird der Abstand zwischen zwei Markierungen kleiner
oder grof3er, ist auch dies ein Hinweis auf eine Deletion bzw. Insertion. Bei einer Vergroerung
des Abstands zwischen zwei Markierungen ist jedoch auch eine Verdopplung des genetischen
Materials denkbar, die mit Hilfe der WGOM nur bedingt nachgewiesen werden kann. Sind
mehrere Markierungen von einer Verdopplung betroffen sind, kann eine Duplikation sicherer
identifiziert werden. Gleiches gilt fir Inversionen. Befinden sich in dem invertierten Abschnitt
keine Markierungen, kann dieser nicht identifiziert werden. Moglich ist also, dass nicht alle in
der Keimbahn der Patient*innen vorhandenen Duplikationen und Inversionen als solche er-
kannt wurden. Da jedoch die Markierungen in kurzen Abstanden Uber das gesamte Genom
verteilt sind, ist davon auszugehen, dass durch die Methode keine groflen SVs Ubersehen
wurden (92).
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4.2.2 Strukturelle Varianten in Bezug auf die Zygotie

Menschen besitzen einen diploiden Chromosomensatz, zwei Allele eines Gens auf homologen
Chromosomen. Sind beide Allele von der gleichen Variante betroffen, spricht man von Ho-
mozygotie. Dies traf auf wenige in dieser Arbeit betrachtete SVs zu (2,5%). Fehlen im Falle
eines KPG beide gesunden Kopien des Gens, kann es zur Krebsentstehung kommen. Kriiger
et al. beschrieben beispielsweise eine homozygote PMS2-Mutation in Assoziation mit einem
KPS, welches mit hdmatologischen und ZNS-Tumoren einhergeht (172).

Laut der Zwei-Treffer-Hypothese, die Alfred Knudson 1971 anhand von Retinoblastom-
Patient*innen entwickelte, entsteht ein Tumor dann, wenn beide Kopien eines
Tumorsuppressorgens deaktiviert werden. Dabei ist es auch mdglich, dass ein Allel in der
Keimbahn von einer inaktivierenden Mutation betroffen ist und das andere durch eine Mutation
in somatischen Zellen geschadigt wird. Es kommt zum Verlust der Heterozygotie (173).
Weiterhin  wurden zusammengesetzte heterozygote Varianten bei verschiedenen
padiatrischen Krebsentitaten identifiziert, bei denen jedes Elternteil ein anderes verandertes
Allel innerhalb desselben Gens beitragt. Hierzu variieren die Daten zu Pravalenz und
Pathogenitat innerhalb der Studien (174).

Uber 90% der in dieser Arbeit erfassten SVs wurden, wie in 3.2.1 erldutert, auf einem der
beiden Allele detektiert und waren daher heterozygot. Betreffen heterozygote SVs ein KPG,
ist grundsatzlich eine Pradisposition im Sinne der Zwei-Treffer-Hypothese denkbar. Ihr Effekt
aullerhalb von KPGs soll in 4.2.4 diskutiert werden.

2,9% der Varianten waren auf dem X-Chromosom eines mannlichen Patienten lokalisiert. Es
handelt sich um eine vulnerable genetische Region, da Varianten nicht durch ein gesundes
Allel kompensiert werden konnen. Die Redundanz ist geringer. Wie in 4.1.1 angesprochen,
bestehen hinsichtlich der Bedeutung dieser hemizygoten Varianten fir die Krebspradisposition
weiterhin offene Fragen (156, 175).

Ein Teil der SVs konnte keiner Zygotie zugeordnet werden. Diese entsprechen hauptsachlich
detektierten Duplikationen und haben einen Anteil von ca. 4,0%.

Der Grof3teil der detektierten SVs war also, wie zu erwarten war, heterozygot. Dies kann, sollte
es sich um eine pathogene SV handeln, im Sinne der Zwei-Treffer-Hypothese zu einer

Krebsentstehung fuhren.

4.2.3 Strukturelle Varianten im Kontext ihrer Lokalisation

Der Grol¥teil der erkannten SVs ist in intergenischen Bereichen (54,2%) oder Introns (19,8%)
lokalisiert und betrifft damit keine kodierende DNA-Sequenz. 26,0% der SVs sind potentiell
exonisch lokalisiert.

Exone sind proteinkodierende Regionen der DNA, zu welchen die 5°- und 3 -untranslatierten
Regionen als terminale Exons gehdren. Durch Transkription werden sie in pra-mRNA
Ubersetzt und die dazwischen liegenden, nicht-kodierenden Abschnitte durch Splicing entfernt.

Die mRNA wird dann in eine Aminosauresequenz translatiert, die in ihrer Gesamtheit das
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Protein ergibt. Durch alternatives Splicing ist es moglich, dass aus einem einzigen Gen
mehrere Transkripte und Protein-Isoformen entstehen (176, 177).

Verschiedene Studien konnten bereits den Einfluss exonischer SVs auf eine Tumorpradispo-
sition im Kindesalter beweisen (12, 41, 72). Liegt ein Bruchpunkt einer Deletion, Insertion oder
Duplikation in einem Exon, kénnen Missense-Varianten und Leserasterverschiebungen auf-
treten sowie Stoppcodons eingefiigt werden und das Gen in seiner Funktion inhibieren (Loss
of function). So kdnnen Tumorsuppressorgene inaktiviert werden. AuRerdem kénnen Veran-
derungen des Splicings auftreten. Inversionen oder Translokationen kdnnen zur Bildung von
Fusionsgenen filhren. Durch die Fusion von zwei Genen oder einem Gen mit einem regulato-
rischen Element eines anderen kann ein Zugewinn an Funktionen (Gain of Function) entste-
hen. Duplikationen kdnnen auferdem zur Uberexpression von Genen fiihren. Auf diese Art
und Weise kénnen Protoonkogene zu Onkogenen aktiviert werden (41, 69, 178).

Die Genfunktionen aller potentiell beeinflussten Exone wurden recherchiert und auf eine mog-
liche tumorpradisponierende Wirkung geprift.

Da durch WGOM der Bereich zwischen zwei Markierungen angegeben wird, in dem sich eine
Variante, z. B. eine Deletion befindet, ist die exakte Lokalisation jedoch unklar. Uberspannt
der Bereich ein Exon, wurde die Lokalisation als potentiell exonisch angegeben. In einigen
Fallen besteht jedoch auch die Méglichkeit einer intronischen oder intergenischen Lokalisation
dieser Varianten. Duplikationen sind meist gréf3er als angegeben, da der Abstand zwischen
den zuletzt sicher duplizierten Markierungen gemessen wird. Dadurch kann eine magliche
exonische Lage Ubersehen werden.

Fir lange Zeit beschrankte man die Analyse von SVs auf den kodierenden Bereich des Ge-
noms. Dann wurde bekannt, dass intronische Varianten die Ergebnisse des Splicings beein-
flussen (179). Chen et al. beschrieben, dass Keimbahn-SVs, deren Bruchpunkte sich innerhalb
von 100 kbp um Gene befinden, deren Expression in Tumoren verschiedener Gewebe beein-
flussen konnen und somit potentielle Risikofaktoren fiir die Krebsentstehung darstellen (180).
Weitere Ergebnisse zeigen, dass intronisch und intergenisch lokalisierte SVs die Wirkung und
Position regulatorischer Elemente beeinflussen. Sie kdnnen die 3D-Organisation des Genoms
stéren, was die Kommunikation von Enhancern und Promotern beeinflusst und eine Fehlregu-
lation der Genexpression bedingt. Als Beispiele nennen Allou und Mundlos die Fusion topolo-
gisch assoziierter Domanen (TAD-Fusion), Neo-TAD-Bildungen und Enhancer-Adoptionen,
durch die ein Enhancer, der physiologisch andere Gene reguliert, neue Zielgene aktiviert. (69,
181). So ist es moglich, dass TAD-Stérungen zu einer Aktivierung von Protoonkogenen zu
Onkogenen fihren. Ein Beispiel dafiir bietet das PAX3-FOXO1-Fusionsgen. Regulatorische
Elemente von FOXO1 kontrollieren den Promotor von PAX3, wodurch das Fusions-Onkogen
aktiviert wird (182).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die GeneHancer Datenbank verwendet, um die Lokalisation

regulatorischer Elemente in durch SVs betroffenen Genomabschnitten und von ihnen
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beeinflusste Gene zu erfassen (76). Die Funktion nicht-kodierender DNA-Abschnitte ist jedoch
weiter unzureichend verstanden. Viele Enhancer, Promotoren, Silencer und lange nicht-
kodierende RNAs wurden erst kurzlich entdeckt, was die Interpretation friherer SVs erschwert.
Sie interagieren gewebe- und zellspezifisch. Aulerdem wurden zahlreiche regulatorische
Elemente bislang nur putativ vorhergesagt und nicht experimentell validiert. Auch die
Mechanismen der Genomorganisation, z. B. TAD-Grenzen sind bislang nicht vollstandig
verstanden. Es wurde eine Promotor-Enhancer-Spezifitit beobachtet. Das heil}t, einige
Promotoren sind empfanglich fur nicht-native Enhancer, andere jedoch nicht, wobei die
Ursache unklar ist. Es verbleiben also viele offene Fragen zum Einfluss intronisch und
intergenisch lokalisierter SVs, nicht zuletzt, da SVs gleichzeitig gegensatzliche Effekte auf
verschiedene regulatorische Elemente haben kénnen. Methoden wie WGOM, LRS und die
Kombination genomischer, epigenomischer und transkriptomischer Daten kdnnen zukiinftig
helfen, komplexe SVs in repetitiven DNA-Regionen zu erkennen und den Einfluss betroffener

regulatorischer Elemente einzuschatzen (181).

4.2.4 Analyse der Gesamtheit der detektierten strukturellen Varianten

Um potentiell tumorpradisponierende strukturelle Keimbahnvarianten zu identifizieren, wird in
dieser Arbeit ein besonderes Augenmerk auf zwei Gruppen detektierter SVs gelegt. Dazu zah-
len de novo entstandene SVs und SVs, die mit einem KPG Uberlappen. Abb. 38 zeigt, dass
der Grolteil der SVs jedoch weder aus de novo entstandenen, noch aus mit einem KPG Uber-
lappenden Varianten besteht.

Insbesondere bei Patient*innen mit unauffalliger Familienanamnese, bei denen nicht davon
ausgegangen wird, dass ein KPS durch die Eltern vererbt wurde, sind de novo entstandene
Varianten relevant. Im Vergleich zu allen identifizierten SVs (1534) erscheint die Anzahl der
de novo entstandenen SVs (4) gering. Nur im Rahmen von Trio-Analysen, bei denen SVs der
Patient*innen mit denen der Eltern verglichen werden, ist es moglich, de novo entstandene
SVs zu identifizieren. Trio-Analysen konnten nur bei 55,2% der Patient*innen erfolgen. Zudem
stellte sich ein Teil der durch WGOM erkannten de novo SVs in der manuellen Uberpriifung
als Artefakte heraus.

De novo SVs entstehen durch diverse Mutationsmechanismen und treten mit einer Rate von
3—4 SVs pro Generation auf (183). Die in dieser Arbeit ermittelte Rate von 0,25 SVs ist gerin-
ger. In der o. g. Studie wurden zur SV-Detektion mehrere komplementare Short- und Long-
Read-Methoden kombiniert. Denkbar ist, dass dadurch mehr SVs erfasst wurden als in dieser
Arbeit mittels WGOM.
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Abb. 38 De novo entstandene, mit einem KPG iiberlappende und andere detektierte SVs
Gezeigt ist die absolute Anzahl aller detektierter SVs (1534), an denen de novo entstandene (4) und mit
einem KPG (iberlappende (13) nur einen geringen Anteil haben. Unter allen anderen SVs (1517) sind
die meisten intergenisch (dunkelblau) lokalisiert. Geringeren Anteil haben potentiell exonisch (hellblau)
und intronisch (orange) lokalisierte SVs.

Interessant ware eine Referenz, wie viele de novo SVs durch andere Forschungsgruppen
mittels WGOM pro Fall identifiziert werden. Aktuell gibt es hierzu jedoch noch keine Daten.

Abb. 38 stellt ebenso dar, dass nur 13 mit einem KPG Uberlappende SVs festgestellt wurden.
Dabei ist wichtig zu bemerken, dass die Liste der KPGs unvollstandig ist. Durch neue For-
schungserkenntnisse werden regelmafig neue Gene in diesen Kreis aufgenommen. 2.2.1.7
erklart die Auswahl der in dieser Arbeit als KPGs geltenden Gene. Darlber hinaus wurden
Patient*innen, bei denen bereits im WES eine Variante in einem KPG detektiert wurde, nicht
in die Studie eingeschlossen. Es handelt sich also um eine selektierte Kohorte, in der eine
niedrigere Anzahl an mit KPGs Uberlappenden SVs zu erwarten ist, als in unselektierten Stu-
dienpopulationen (12, 41, 72). Dies stellt eine Herausforderung fiir die Interpretation sowohl
der verbleibenden SVs, die mit KPGs Uberlappen, als auch fir die Gbrigen 1517 SVs dar. Zu-
satzlich illustriert Abb. 38, dass der Uberwiegende Teil der SVs, wie in 4.2.3 erlautert wurde,
in intergenischen und intronischen Bereichen lokalisiert ist. Alle zum Zeitpunkt der Arbeit be-
kannten, betroffenen Gene und regulatorischen Elemente wurden genau auf ihre mogliche

Relevanz in Bezug auf eine mdgliche Krebspradisposition im Kindesalter Gberpruift.

4.2.5 De novo entstandene strukturelle Varianten

Erfolgte neben der Untersuchung des Genoms der Patient*innen auch eine Analyse des Ge-
noms der Eltern, lieRen sich Riickschlisse auf die Vererbung einer Variante ziehen. Insbeson-
dere bei unauffalliger Familienanamnese bestand der Verdacht darauf, dass eine de novo ent-
standene Variante zu einer Krebspradisposition gefuhrt haben kdnnte. In 16 Trio-Analysen
konnten insgesamt 4 manuell Gberprifte, de novo entstandene SVs identifiziert werden. Diese
werden im Folgenden kurz vorgestellt.

Der Patient P8 erkrankte im Alter von 5,8 Jahren an einer B-ALL. Zudem waren bei dem
Jungen eine Entwicklungsverzégerung und Wachstumsstérung bekannt. In den Analysen
zeigte sich eine de novo entstandene, 350 kbp lange, heterozygote Deletion auf
Chr14 (g11.2). Es handelt sich um eine nahe des Zentromers gelegene Region, in der
zahlreiche Gene lokalisiert sind, die fiir die variable Region der Alpha-Kette des T-Zell-

Rezeptors kodieren. T-Zellen erkennen Antigene Uber ihren T-Zell-Rezeptor, der aus einer
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Alpha- und einer Beta-Kette besteht. Diese enthalten jeweils variable Regionen, welche fiir die
Antigenerkennung verantwortlich sind. Gebildet werden diese variablen Regionen durch die
Rekombination von V(Variabilitat)-, D(Diversitat)- und J(joining)-Gensegmenten. So entsteht
die Vielfalt der T-Zell-Rezeptoren, die wichtig ist, um eine groRe Bandbreite an Antigenen
erkennen zu kdnnen (143, 184). Denkbar ist, dass die gro3e Deletion Auswirkungen auf die
Diversitat der T-Zell-Rezeptoren und damit auf die Funktionalitat des Immunsystems hat. Auch
in Zusammenhang mit T-Zell-Leukdmien wurden genetische Anomalien der Region
beschrieben (185). Ein Zusammenhang mit malignen B-Zell-Erkrankungen liegt jedoch nicht
nahe. Zudem war die Abdeckung der Region im WGOM nur schwach. Einzig sieben DNA-
Molekule belegen die Variante. Mdoglich ist, dass hierbei ein somatisches, klonales
Rearrangement von T-Zellen detektiert wurde, das keine Aussage Uber die Keimbahn erlaubt.
Insgesamt ist nicht davon auszugehen, dass diese Deletion zur Pradisposition der B-ALL
beitragt.

In 3.2.2 ist die im Genom des Patienten P25, einem an einer T-ALL erkrankten Jungen, iden-
tifizierte ca. 4,8 kbp lange Deletion in der Region Chr8 (p22) beschrieben. Durch die hetero-
zygote Deletion betroffen sind potentiell das dritte Intron, das vierte Exon oder das vierte und
funfte Exon und vierte Intron des FGL7-Gens. Dies kdnnte zu einem Funktionsverlust des
Gens fuhren.

FGL1 kodiert fUr ein Protein, welches zur Fibrinogen-Familie gehort. Es interagiert mit dem
Immuncheckpoint-Rezeptor LAG-3 und ist so in der Lage, zytotoxische Aktivitat von T-Zellen
zu inhibieren. Dies kann das Tumorwachstum férdern (186). Nayeb-Hashemi et al. diskutieren
eine tumorsuppressive Wirkung des Gens fiir hepatozellulare Karzinome (HCC). Im Mausmo-
dell zeigten sie, dass Tiere mit einem FGL1-Verlust doppelt so haufig ein HCC entwickeln wie
solche, die Giber das Wildtyp-Allel verfiigen. Sie beobachteten bei diesen Mausen eine Uber-
aktivierung des AKT/mTOR-Signalwegs (187). Eine verminderte Expression ist mit einer Pro-
gression von HCCs und einer schlechteren Prognose assoziiert (188). Im Gegensatz dazu
wurde flir Magenkarzinome von einer Uberexpression von FGL1 berichtet und davon, dass
eine hohe FGL1-Expression mit einem kiirzeren Uberleben assoziiert war als niedrige Expres-
sionslevel. Ein Verlust von FGL1 war hier mit einer Inhibition von Proliferation, Invasion und
Migration der Tumorzellen verbunden (186). Ahnliche Effekte wurden fiir Bronchialkarzinome
und Kolorektale Karzinome beschrieben (186, 189). Ein Einfluss auf hamatologische maligne
Erkrankungen und Krebserkrankungen des Kindesalters ist bislang in der Literatur nicht be-
kannt. Fur ein verwandtes Gen, FGL2, gibt es Hinweise auf eine immunmodulatorische Wir-
kung, die zur Genese von B-Zell-Lymphomen beitragt (186). Die Rolle von FGL17 in Krebser-
krankungen erscheint also kontextabhangig und variiert in verschiedenen Krebsentitaten und
unter unterschiedlichen physiologischen Bedingungen.

Die Familienanamnese des Patienten war bis auf das Mammakarzinom seiner GroRmutter

vaterlicherseits unauffallig. Die in 1.2.2 erlauterten Kriterien der auffalligen Familienanamnese,
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die das Vorliegen eines KPS wahrscheinlicher machen, treffen daher nicht auf ihn zu. Dies
macht eine de novo entstandene Variante als Ursache seiner malignen Erkrankung wahr-
scheinlich. Klinisch auffallig waren eine Mikrozephalie, eine Thenarhypotrophie beidseits, Adi-
positas und endokrinologische Stérungen. Ein Zusammenhang solcher Anomalien mit Varian-
ten in FGL1 wurde in der Literatur bislang nicht beschrieben.

Aulerdem entwickelte der Junge im Laufe der Therapie schwere Infektionen und eine
Neuropathie. Bekannt ist, dass eine verminderte T-Zell-Funktion mit einem erhdhten Risiko
opportunistischer Infektionen bei Krebspatient*innen einhergeht (190). Auch im Rahmen
Chemotherapie-induzierter peripherer Neuropathien spielen zytotoxische T-Zellen eine Rolle.
T-Zell-defiziente Mause zeigten, verglichen mit Wildtyp-Mausen, eine verlangerte
mechanische Hyperalgesie, welche durch die Gabe zytotoxischer T-Zellen behoben werden
konnte (191). Eine Assoziation der therapieassoziierten Toxizitaten in Zusammenhang mit der
immunsuppressiven Wirkung von FGL1 auf zytotoxische T-Zellen ware denkbar, wenn es sich
eher um einen Funktionsgewinn handeln wirde, der z. B. bei einer Duplikation moglich ist
(186). Im Fall des Patienten P25 handelt es sich jedoch um eine Deletion.

Die Bedeutung der de novo entstandenen Deletion bei dem hier untersuchten Patienten in
Hinsicht auf seine Tumorerkrankung kann somit nicht abschlielend geklart werden. Maéglich
erscheint, sollte eine Deletion eines oder beider Exone vorliegen, ein Verlust der durch Nayeb-
Hashemi et al. beschriebenen tumorsuppressiven Wirkung von FGL1 (187). Jedoch sprechen
die anderen o. g. Publikationen dagegen (186, 189). Interessant ware es, zukinftig die Rolle
von FGL1 in Krebserkrankungen des Kindesalters, speziell hAmatologischen Erkrankungen,
zu ermittein.

Die in 3.2.2 erwahnten, de novo entstandenen Insertionen im Genom der Patientinnen P14
und P18 liegen in intergenischen Abschnitten der DNA, in denen bisher keine regulatorischen
Elemente bekannt sind. Daher kann aktuell keine Aussage zu einer mdglichen Rolle in Bezug

auf eine Krebspradisposition getroffen werden.
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4.3 Strukturelle Varianten, die KPGs betreffen

Wie Abb. 17 in Kapitel 3.3 zeigt, wurden 13 SVs, die mit einem KPG Uberlappen, festgestellt.
Davon betrafen drei potentiell ein kodierendes Exon eines KPG (MAPK2K und TP53), wahrend
die anderen intronische Bereiche betrafen oder in einem intergenischen Abschnitt in
unmittelbarer Nahe eines KPGs lokalisiert waren. Im Folgenden werden die drei SVs, die
kodierende Genregionen betreffen, hinsichtlich ihrer moéglichen Rolle als pradisponierende

Veranderungen bei dem jeweiligen Patienten naher diskutiert.

4.3.1 Eine Insertion im MAP2K2-Genlokus als Variante unklarer Signifikanz
Bei der Patientin P23 wurde ein Medulloblastom diagnostiziert. Auf Chr19 (p13.3) wurde in
ihrem Genom eine 514 bp lange Insertion identifiziert, die potentiell mit dem ersten Exon und
ersten Intron sowie einem Promotor des KPG MAP2K2 Uberlappt und daher in Bezug auf eine
mogliche Krebspradisposition interessant war (76). Insertionen kénnen, wie in 4.2.1 erklart
wurde, DNA-Sequenzen stéren und so zu einem Funktionsverlust des Gens oder
regulatorischen Elements flihren (69). AuRerdem kénnte es sich um eine Duplikation handeln.
Im Rahmen der Analysen wurde deutlich, dass die Insertion potentiell eine von acht
Transkriptvarianten des Gens betrifft. Jedoch ist auch eine intergenische Lokalisation maglich.
MAP2K2 kodiert fur ein Protein, das eine zentrale Rolle im Ras-abhangigen MAPK/ERK-Sig-
nalweg spielt und damit zahlreiche zellulare Prozesse, u. a. Proliferation, Differenzierung, Zell-
zyklusprogression und Uberleben, reguliert. Eine Uberaktivierung des Signalwegs kann zu ei-
ner unkontrollierten Zellproliferation fiihren. Daher wird die Familie der Mitogen-aktivierten Pro-
teinkinase Kinasen mit Krebserkrankungen in Verbindung gebracht (192). Insbesondere in
RASopathien spielt MAP2K2 eine wichtige Rolle und wurde in mehreren Studien bereits auf
eine mégliche Assoziation zur Krebspradisposition untersucht (12, 30). Genetische Varianten
in dem Gen fiihren zum Kardio-fazio-kutanen Syndrom, welches insbesondere in der friihen
Kindheit mit einem erhdohten Krebs-, vor allem ALL-Risiko verbunden ist. Die Inzidenz von
Krebserkrankungen beim Kardio-fazio-kutanen Syndrom wird mit 1,6% angegeben (193). Eine
Assoziation von MAP2K2 mit der Genese von Medulloblastomen wurde bislang in der Literatur
nicht beschrieben. Fir ein verwandtes Gen, MAP4K4, wurde jedoch eine Uberexpression in
30% der untersuchten Tumorproben von Medulloblastompatient*innen festgestellt (194).
Aufgrund einer geringen Abdeckung der MAP2K2-Genregion, insbesondere des potentiell
durch die Insertion betroffenen ersten Exons, in den vorhandenen WES-Daten, ist es nicht
maoglich, zu evaluieren, ob es hier ggf. zu einer Duplikation des 5°-Anteils des MAP2K2-Gens
gekommen ist.

Zudem deuten die WGOM-Daten darauf hin, dass die Insertion durch den Vater des Madchens
vererbt wurde, der eine in Bezug auf Krebserkrankungen unauffallige Anamnese aufwies. In

den genutzten Populationsdatenbanken wurde bislang keine Insertion vergleichbarer GrélRe
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in der Region beschrieben. Somit deuten die aktuellen Daten nicht auf eine Rolle der Insertion

als pradisponierende Keimbahnveranderung hin. Es handelt sich daher um eine VUS.

4.3.2 Eine Deletion im TP53-Genort als benigne Variante

Der Patient P5 war an einem Nephroblastom und der Patient P8 an einer B-ALL erkrankt. Sie
wiesen zudem klinische Anomalien auf. P5 zeigte eine Hypospadie, P8 eine Entwicklungsver-
zbgerung.

Bei beiden Kindern wurde eine >1,4 kbp lange Deletion auf Chr17 (p13.1) identifiziert. Im
>42 kbp groRen, durch WGOM angegebenen Bereich befindet sich das KPG TP53. Wie in
1.2.1 beschrieben wurde, fihren Keimbahnvarianten in diesem Gen zum autosomal-dominant
vererbten Li-Fraumeni-Syndrom, mit dem eine Pradisposition fir diverse maligne Erkrankun-
gen assoziiert ist. Die Variante wurde jedoch an P5 bzw. P8 jeweils von einem Elternteil wei-
tergegeben, dessen Anamnese in Bezug auf Krebserkrankungen unauffallig ist. Die Deletion
Uberlappt auBerdem, wie in 3.3 gezeigt ist, ausschliefl3lich mit dem sechsten Intron und siebten
Exon einer selten exprimierten Transkriptvariante von TP53 (147).

Bei einem Abgleich der Deletion mit der dbVar Populationsdatenbank fur SVs konnte eine
Uberlappung der hier identifizierten Deletion mit einer bekannten, 1585 bp groRen Deletion
identifiziert werden. Sie tritt mit einer Frequenz von 4,5% in der Bevdlkerung auf und entspricht
somit einem Polymorphismus (70). Bei einem so haufigen Nachweis der Deletion in der ge-
sunden Kontrollpopulation ist nicht mit einer Tumorpradisposition durch diese Variante zu
rechnen. Daher ist die Variante als benigne einzuschatzen, weshalb keine weiterfihrenden

Analysen durchgefiihrt wurden.

4.3.3 Eine Insertion im CREBBP-Genlokus als mogliche krebspradisponie-
rende Veranderung

Bei dem Patienten P1 wurde ein ATRT diagnostiziert wurde. Es handelt sich dabei um einen
hochmalignen, aggressiven Tumor des ZNS, in dem rhabdoide Zellen gemeinsam mit
primitiven neuroektodermalen Zellen sowie epithelialen oder mesenchymalen Zellen zu finden
sind. Am haufigsten kommen ATRTSs bei Kindern bis zum dritten Lebensjahr vor (195). ATRTs
treten typischerweise im Rahmen von KPSs auf. Auerdem wurden bei dem Jungen diverse
klinische Auffalligkeiten, die ebenfalls auf ein KPS hinweisen und in 3.3.1 erldutert wurden,
festgestellt (57, 60, 195).

Typisch fir ATRTs ist, wie in 1.2.1 erwahnt wurde, die bi-allelische Inaktivierung von
SMARCB1, die auch im Tumorgewebe von P1 beobachtet wurde, oder in selteneren Féllen
von SMARCAA4. In bis zu 30% der Falle wird durch eine heterozygote, pathogene Keimbahn-
variante in einem der beiden Gene das Rhabdoid-Tumorpradispositionssyndrom 1 bzw. 2 aus-
gelost (54). Aulterdem wurden bei Patient*innen mit Beckwith-Wiedemann-Syndrom und Ring-
chromosom 22 von ATRTs berichtet (196, 197). Sowohl mittels WES als auch WGOM konnte

bei dem Patienten P1 keine Keimbahnvariante in einem der fiir die beschriebenen Syndrome
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ursachlichen Gene detektiert werden. Es wurde auch keine SV in einem regulatorischen Ele-
ment nachgewiesen, das eines dieser Gene beeinflusst.

Im Genom des Patienten P1 wurde jedoch eine SV in einem anderen KPG nachgewiesen. Es
handelt sich um eine ca. 3384 bp lange Insertion auf Chr16 (p13.3), die im zweiten Intron des
KPG CREBBP lokalisiert ist. Wie in 3.3.1 erklart ist, kdnnte auch eine Duplikation der Region
erfolgt sein, sodass sowohl ein funktionsverringernder als auch ein funktionsverstarkender
oder kein Effekt moglich sind.

In dem durch WGOM angegebenen Bereich befindet sich ein Enhancer des CREBBP-Gens,
der in diversen Geweben, u. a. neuronalen Stammzellen und PBMCs, aktiv ist (76, 147). Bis
heute ist nicht abschlieRend geklart, aus welchem Gewebe ATRTs entstehen. Als wahrschein-
lich gilt jedoch, insbesondere bei SHH-aktivierten Tumoren, ein neuroektodermaler Ursprung
(198). Moglich ist, dass der Enhancer in multipotenten neuronalen Stammzellen aktiv ist, durch
die Insertion in seiner Funktion verandert wurde und damit zur Krebsentstehung beitrug.
Ruckschlisse auf eine Vererbung der Variante lassen sich nicht ziehen, da kein zu
untersuchendes Material der Eltern zur Verfliigung stand. Es ist also auch eine de novo
Entstehung der Insertion, insbesondere da die Familienanamnese hinsichtlich
Krebserkrankungen unauffallig war, denkbar.

Dem KPG CREBBP wird eine bedeutende Rolle in der embryonalen Entwicklung und in der
Wachstumskontrolle zugeschrieben. Weiterhin wird eine Acetyltransferase-Aktivitat auf
Histone und Nicht-Histon-Proteine beschrieben, die zu einer Auflockerung der
Chromatinstruktur fihrt (104). Mutationen in CREBBP, die beispielsweise eine Verschiebung
des Leserasters bedingen, verursachen das Rubinstein-Taybi-Syndrom (RSTS). Zu
bekannten Varianten zahlen Punktmutationen, Mikrodeletionen und trunkierende Mutationen,
die zu einer verminderten Acetyltransferase- oder Transkriptionsaktivitdt fihren. Die
autosomal dominant vererbte Erkrankung geht mit einer Tumorpradisposition, postnatalen
Wachstumsstorungen und einer Intelligenzminderung einher. AuRerdem weisen betroffene
Kinder haufig faziale Auffalligkeiten und Malformationen der Hande und FuRRe auf (199, 200).
2024 wurden erstmals standardisierte Diagnosekriterien flir das RSTS publiziert, die retro-
spektiv zum Phanotyp des Patienten P1 passen. Eine aktuelle Evaluation der klinischen Krite-
rien ist aufgrund des Versterbens des Patienten nicht moglich. Er wies, was typisch fir das
RSTS ist, eine postnatale Wachstumsretardierung, eine Entwicklungsverzoégerung, z. B. in Be-
zug auf das Erlernen des Sprechens, sowie Ful’¢fehlbildungen auf. Zudem war seine Kopfform
auffallig. RSTS wird autosomal dominant vererbt, tritt aber, wie es bei dem Patienten P1 mog-
lich ist, in 99% der Patient*innen de novo auf (200).

In Zusammenhang mit dem Syndrom wurde ein gehauftes Auftreten benigner Tumore wie
Meningeome und Pilomatrixome beobachtet (200). Miller und Rubinstein beschrieben bereits
1995 das Auftreten neuronaler Tumoren und Tumoren der embryonalen und frihkindlichen

Entwicklung im Kopfbereich bei RSTS-Patient*innen — &hnlich zu dem bei dem Patienten P1
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aufgetretenen ATRT (201). In spateren Studien wurde jedoch keine Evidenz fiir ein vermehrtes
Auftreten maligner Erkrankungen bei Personen <40 Jahre mit RSTS gezeigt (200).

Trotzdem ist CREBBP von grolder Bedeutung als Tumorsuppressor in verschiedenen soliden
und hamatologischen Krebsentitaten, was z. B. bei Lymphomen, hoch-hyperdiploider ALL und
kleinzelligen Bronchialkarzinomen gezeigt wurde. Ein Verlust der Heterozygotie von CREBBP
im Tumorgewebe wurde in bis zu 50% der Falle solider Tumore beobachtet (199, 202-205).
Aktuelle Studien belegen, dass ein gleichzeitiger Funktionsverlust von CREBBP mit einer
Uberexpression von MYCN in neuronalen Stammzellen die Entstehung aggressiver Frontal-
hirntumoren bei Mausen beglnstigt (206).

Fur die Entwicklung eines Medulloblastoms pradisponieren Keimbahnmutationen der Gene
PTCH, APC und TP53. Das durch CREBBP kodierte Protein interagiert mit den Signalwegen
dieser drei Gene. Naheliegend und bisher durch einen Fallbericht beschrieben ist daher eine
Pradisposition flr die Entwicklung eines Medulloblastoms durch den Funktionsverlust von
CREBBP (207, 208). Es zeigten sich au3erdem vermehrt Mutationen in dem Gen in SHH-
aktivierten Tumorsubtypen (208). Der histologische Subtyp des ATRT des Patienten P1 ent-
sprach ebenfalls einem SHH-aktivierten Tumor, sodass auch bei ihm Uber eine tumorpradis-
ponierende Bedeutung von CREBBP fur diese Tumorentitdt nachgedacht werden kann.

In den Daten des WES war kein Kopienzahlzugewinn im CREBBP-Genlokus nachweisbar.
Dies kdnnte auch darauf hindeuten, dass es sich um eine intronische Insertion handelt, die
nicht durch die vorhandenen WES-Daten abgebildet werden kann. Da CREBBP auch in
PBMCs exprimiert wird (117), erfolgte die Untersuchung der mRNA-Expressionslevel in
PBMCs. Hierbei konnte jedoch kein Unterschied in der mRNA-Expression von CREBBP in
dem Patienten P1 im Vergleich zu sechs Individuen, die keine SV in der untersuchten Region
tragen, festgestellt werden.

Dabei ist allerdings zu beachten, dass in der Untersuchung PBMCs als Ausgangsmaterial ver-
wendet wurden. Da die Aktivitat regulatorischer Elemente, wie des durch die Insertion betroffe-
nen Enhancers, gewebeabhangig ist (76), besteht die Méglichkeit, dass die CREBBP-mRNA-
Expression in PBMCs keinen Unterschied aufweist, wahrend in embryonalen Geweben eine
veranderte mRNA-Expression vorliegt. Jedoch konnte auch im Tumorgewebe des Patienten
keine veranderte CREBBP-RNA-Expression im Vergleich zu anderen ATRT verschiedener
Subtypen mit Hilfe von RNA-Seq nachgewiesen werden.

Somit konnte hier kein Hinweis auf einen moglichen Effekt der Insertion auf die Expression
des CREBBP-Gens gezeigt werden, sodass diese in Hinblick auf eine Rolle als krebspradis-

ponierende Veranderung eher als wahrscheinlich benigne zu bewerten ist.

4.3.4 Weitere intronische Varianten in Krebspradisposisitonsgenen
Zudem wurde bei dem Patienten P1 eine ca. 4,6 kbp lange Deletion auf Chr10 (q25.2)
nachgewiesen. Die Region Uberlappt mit dem zweiten Intron des KPG TCF7L2. Der

Transkriptionsfaktor spielt eine entscheidende Rolle im Wnt/B-Catenin-Signalweg und reguliert
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damit die Zellentwicklung und das -wachstum. Varianten in dem Gen wurden in
Zusammenhang mit einer mdglichen Pradisposition fiir Brust-, Prostata- und Kolonkarzinome
beschrieben (209). In der Fragestellung nach einer Krebspradisposition im Kindesalter wurde
es bereits als Tumorsuppressorgen auf Varianten untersucht (12, 30). In dem durch WGOM
markierten, intronischen Bereich des Gens befinden sich zwei Enhancer. Diese scheinen
jedoch nicht in embryonalen neuroektodermalen Zellen, dem Ursprungsgewebe eines ATRT,
aktiv zu sein, sodass klinische Auswirkungen dieser Deletion, die zu der Entstehung eines
ATRT fuahren, unwahrscheinlich sind (76, 195).

Bei dem Patienten P4, der bereits zum Zeitpunkt seiner Geburt an einem Gliom erkrankt war,
wurde eine ca. 1,4 kbp lange Deletion auf ChrX (q26.2) detektiert, die im zweiten Intron des
KPG GPC3 lokalisiert ist. Ein Funktionsverlust von GPC3 durch Deletionen und
Punktmutationen verursacht das Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom, welches mit einer
Tumorpradisposition bei Kindern, insbesondere fir Hepatoblastome und Wilms-Tumore,
einhergeht. Darlber hinaus zeichnet sich das Syndrom durch Hochwuchs und organische
Fehlbildungen aus (210). Da diese Variante auf dem X-Chromosom des Patienten lokalisiert
war, handelt es sich um eine hemizygote Deletion. Hatte sie einen klinischen Effekt, kdonnte
dieser nicht durch das andere Allel kompensiert werden (156, 175, 210). Bei einem Abgleich
der Deletion mit Populationsdatenbanken fir SVs konnte eine Uberlappung der hier
identifizierten Deletion mit einer bekannten, 1626 bp groRen Deletion in Boomsma et al.
(esv3559353) sowie mit einer 1335bp grolRen Deletion, publiziert durch gnomAD
(nssv15943740) detektiert werden (70, 144, 145). Sie Uberlappen mit keinem durch die
GeneHancer Datenbank beschriebenen regulatorischen Element (76). Daher erfolgten keine
weiterfhrenden Untersuchungen. Es ist aktuell von einer VUS auszugehen.

Die Familienanamnese des Patienten P16, der an einer AML erkrankte, war vaterlicherseits
hinsichtlich Krebserkrankungen auffallig. Im Genom des Patienten wurde auf Chr3 (p14.2)
eine ca. 14,4 kbp lange, paternal vererbte Deletion identifiziert, die sich im vierten Intron des
Tumorsuppressorgens FHIT befindet. Das FHIT-Gen wird durch Verlust der Heterozygotie,
Deletionen oder Hypermethylierungen des Promotors in frihen Stadien vieler Krebsentitaten,
u. a. AML, inaktiviert (211). Eine nahezu gleich gro3e Deletion (nsv4073808, 14310 bp) wurde
durch gnomAD beschrieben (145). In der durch WGOM gekennzeichneten Region wurden
keine regulatorischen Elemente erfasst, weshalb aktuell nicht von einer klinische Relevanz
dieser Variante auszugehen ist (76).

Bei der Patientin P18 wurde eine B-ALL diagnostiziert. lhre Eltern waren konsanguin und die
Grolimutter mutterlicherseits an einer hamatologischen Neoplasie verstorben. Im Genom der
Patientin wurde eine ca. 1,8 kbp lange, durch die Mutter vererbte Deletion auf Chr6 (q21)
nachgewiesen, die im ersten Intron von zwei Transkriptvarianten des Gens PRDM1 lokalisiert
ist. Es handelt sich um einen Transkriptionsfaktor, der zur Differenzierung von Plasmazellen

beitragt und in diffusen, groRzelligen B-Zell-Lymphomen als Tumorsuppressor wirkt (212). In
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Proben von Patient*innen mit akuten lymphoblastischen Leukdmien wurden keine Varianten
in dem Gen gefunden (213). PRDM1 tragt zur epigenetischen Regulation der Genexpression
bei und nimmt Einfluss auf das Auftreten, die Invasion und Metastasierung von Krebs. PRDM1
kann in verschiedenen Isoformen vorliegen und damit gegensatzliche Funktionen in Bezug auf
die Karzinogenese erflllen (212). Die Transkriptvariante, die im Blut am hdchsten exprimiert
wird, ist nicht durch die Deletion betroffen (145). In dem durch WGOM gekennzeichneten,
intronischen Bereich befinden sich zudem keine regulatorischen Elemente, die Einfluss auf die
Expression des Gens nehmen kénnten (76). Daher kann die Deletion als VUS in Bezug auf
ein mogliches KPS eingeordnet werden.

Der Patient P22 entwickelte ein SHH-aktiviertes Medulloblastom. Zudem fiel bei dem Jungen
eine Entwicklungsverzégerung auf. Im Genom zeigte sich auf Chr20 (q11.21) eine ca. 1,9 kbp
lange Deletion. Diese ist im vierten Intron von ASXL1 lokalisiert. Das Gen kodiert fir ein
Chromatin-bindendes Protein. Genetische Varianten in ASXL1 fuhren zum Bohring-Opitz-
Syndrom, welches, was zum Phanotyp des Patienten passen wirde, u. a. mit geistiger
Retardierung einhergeht und in dessen Zusammenhang zwei Falle von Wilms-Tumoren und
drei Falle eines Hepatoblastoms beschrieben wurden. Faziale Dysmorphien, die ebenfalls zum
typischen Phanotyp des Syndroms gehéren, wies der Junge nicht auf (214, 215). Der ca. 4 kbp
grol3e, durch WGOM angegebene Bereich, in dem keine regulatorischen Elemente bekannt
sind, umfasst eine durch gnomAD publizierte Deletion, die von ahnlicher GréRe wie die im
Genom des Patienten P22 vorliegende ist, sodass diese als VUS einzuschatzen ist (76, 145).
Im Genom des an einer T-ALL erkrankten Patienten P25 zeigte sich auf Chr10 (q23.2) eine
ca. 540 bp lange Deletion, welche sich im dritten Intron des KPG BMPR 1A befindet. Das Gen
ist Teil des Transforming growth factor-Bs (TGF-Bs) und bone morphometric protein (BMP)-
Signalwegs, der Zelldifferenzierung, Proliferation und Apoptose reguliert. Keimbahnvarianten
im BMPR1A-Gen sind mit dem juvenilen gastrointestinalen Polyposis-KPS assoziiert (216). In
dem ca. 3,3 kbp grofien, gekennzeichneten Bereich wurden bereits ahnlich grofte Deletionen
(esv3546621 durch Boomsma et al. und nsv4178292 durch gnomAD) beschrieben, bei denen
es sich nicht um Polymorphismen handelt, die jedoch keinen Enhancer oder Promotor zu be-
einflussen scheinen (76, 144). Daher lassen sich sowohl die Entwicklung der T-ALL als auch
der klinisch auffallige Phanotyp des Jungen, der in 3.2.2 erlautert wurde, durch diese Deletion
nicht erklaren.

Im Genom des Patienten P25 wurde aullerdem eine ca. 2 kbp lange Deletion auf
Chr21 (g22.12) detektiert. Diese war im neunten Intron einer der zahlreichen
Transkriptvarianten des KPG RUNXT lokalisiert. RUNX1 ist ein hamatopoetischer
Transkriptionsfaktor. Keimbahnvarianten des Gens wurden bereits in T-ALL-Patient*innen
erfasst (217). Regulatorische Elemente wurden jedoch nicht von der >30 kbp grof3en, durch
WGOM angezeigten Region erfasst (76). In den Analysen wurde eine Uberlappende 1907 bp

Deletion (nssv16199098) in der Datenbank von dbVar erfasst, bei der es sich durch eine
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Pravalenz von 2,3% in der Bevodlkerung um einen Polymorphismus handelt (70). Daher ist die

detektierte Deletion als benigne Variante zu werten.

4.3.5 Intergenisch lokalisierte Varianten, die Krebspradispositionsgene
betreffen konnen

Im Genom des Patienten P28 wurde eine ca. 1,7 kbp lange Deletion in der Region
Chr2 (p16.3), weniger als 1 kbp von dem KPG MSH6 entfernt, identifiziert. MSH6 spielt eine
Rolle in der DNA-Mismatch-Reparatur. Kommt es zu bi-allelischen Mutationen des Gens, kann
ein Mismatch-Reparatur-Defizienz-Syndrom resultieren, das durch frihzeitig auftretende
maligne Erkrankungen gekennzeichnet ist. Kinder mit Keimbahnvarianten in MSH6 entwickeln
diverse Krebsarten, darunter hamatologische und gastrointestinale Malignome sowie
Hirntumore wie Gliome und Glioblastome (218). In den Analysen wurde jedoch kein potentiell
beeinflusstes regulatorisches Element in dem ca. 16 kbp groRen, intergenischen Bereich
detektiert (76). Auch in der Analyse der Populationsdatenbanken wurde keine Deletion
ahnlicher Gréflke in der Region detektiert (70). Aufgrund der Familienanamnese liegt eine
ursachliche SV, die durch die Mutter vererbt wurde, nahe. Die hier beschriebene Deletion
wurde jedoch paternal vererbt. In Zusammenschau dieser Ergebnisse ist von einer VUS
auszugehen.

Im Genom des Patienten P22 konnte auf Chr11 (p13) eine ca. 1,7 kbp lange Deletion identifi-
ziert werden, die ca. 10 kbp von dem Transkriptionsfaktor WT7 entfernt lokalisiert ist. Keim-
bahnvarianten in diesem Gen fihren u. a. zum Denys-Drash-Syndrom, welches mit einer Pra-
disposition fur Wilms-Tumore assoziiert ist (219). Mutationen in WT7 wurden aber auch in
anderen Tumoren des Kindesalters und Glioblastomen identifiziert (220, 221). Die Rolle in
einer potentiellen Pradisposition fir Medulloblastome ist unklar. Da keine Promotoren oder
Enhancer der GeneHancer Datenbank mit der >18 kbp groRen Region Gberlappen, ist ein Ein-
fluss der Deletion auf die WT7-Expression unwahrscheinlich (76). Zudem ist der Vater des
Patienten, durch den die Deletion tbertragen wurde, nicht von einer Krebserkrankung betrof-

fen. Insgesamt ist die Deletion damit als benigne einzuschatzen.
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4.4 Strukturelle Varianten, die Kandidatengene beeinflussen

Im Folgenden sollen die in 3.4 beschriebenen SVs mit Einfluss auf potentielle Kandidaten-
KPGs diskutiert werden. Es handelt sich dabei um Gene, die bislang noch nicht im Zusam-
menhang mit KPSs beschrieben wurden, aufgrund der Recherchen im Rahmen dieser Arbeit

aber mit einer Krebspradisposition in Verbindung gebracht werden kénnen.

4.4.1 Die potentiell krebspradisponierende Wirkung einer Deletion im MSR1-
Genlokus
Wie in 3.4.1 erlautert wurde, ist die Familienanamnesen der Patientinnen P9 und P10 insofern
auffallig, als dass die beiden Schwestern sind (57, 60).
Die Patientin P9 erkrankte im Alter von 10,1 Jahren an einem pilozytischen Astrozytom. Dabei
handelt es sich um den haufigsten Hirntumor des Kindesalters, der eine langsame
Wachstums- und hohe Uberlebensrate (10-Jahres-Uberlebensrate >90% im Kindesalter)
aufweist. Pilozytische Astrozytome werden zur Gruppe der Gliome gezahlt. Im Rahmen von
KPSs treten sie vermehrt auf, so beispielsweise bei NF1 am Nervus opticus (222). Bei P10
war ein Hodgkin-Lymphom aufgetreten. Dieses zahlt zu den B-Zell-Lymphomen und tritt
vermehrt im jungen Erwachsenenalter auf. Charakteristisch ist die Existenz von Reed-
Sternberg-Zellen im entziindlich veranderten Tumorgewebe. Klinisch manifestieren sich
Hodgkin-Lymphome meist durch eine supradiaphragmale Lymphadenopathie und B-
Symptomatik. Sie treten gehauft bei EBV-Infizierten auf (223). Keimbahnvarianten in KDR,
KLHDC8B, PAX5 und GATAS3 gelten als potentiell pradisponierend flr Hodgkin-Lymphome
(224).
Da beide Schwestern erkrankt waren, wurde insbesondere nach SVs gesucht, die in beiden
Genomen nachweisbar sind (insgesamt 14 SVs). Darunter war eine mindestens 77,5 kbp
lange Deletion auf Chr8 (p22). Die durch WGOM dargestellte Region zwischen den zuletzt
korrekt zugeordneten Markierungen umfasste ca. 114 kbp (P9) bzw. 118 kbp (P10). Abb. 25
in 3.4.1 zeigt, dass ein Teil der Markierungen in diesem Bereich, auch wenn diese nicht als
Ubereinstimmend erkannt werden, erhalten ist. Dadurch kann die Lokalisation der SV noch
besser eingeschatzt werden. Es ist am wahrscheinlichsten, dass die Introne vier bis neun und
Exone funf bis zehn des MSR1-Gens deletiert sind.
MSR1 kodiert fur ein Transmembranprotein auf Makrophagen, welches die Aufnahme von
acetyliertem low density Lipoprotein (LDL) steuert und damit zu atherosklerotischen Prozessen
beitragt. Weiterhin wirkt es als Pattern-Recognition-Rezeptor. Bedeutsam ist MSR1 vor allem
fur Makrophagen vom M2-Phanotyp. Diese sind, im Gegensatz zu den proinflammatorischen
M1-Makrophagen, fir Gewebereparaturen und die Férderung der Zellproliferation verantwort-
lich. Sie haben eine antiinflammatorische Wirkung. Neben einem hohen Vorkommen von
MSR1 im Fettgewebe, der Lunge und in Arterien, wird das Gen auch in Astrozyten und zu

einem geringen Anteil auch in B-Zellen exprimiert (116, 148).
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MSR1 stellt einen bedeutenden Marker fir tumorassoziierte Makrophagen (TAM) dar. Diese
inhibieren die Tumordestruktion durch das Immunsystem, steigern dessen Proliferation,
Invasion, Angiogenese und Metastasierung uber die Sekretion verschiedener Interleukine und
Wachstumsfaktoren. Eine erhdhte Anzahl MSR1-positiver TAMs ist assoziiert mit einer
schlechteren Prognose und geringerer Uberlebenszeit der Patient*innen mit verschiedenen
Tumoren, darunter auch Gliomen. Die Expression von MSR1 zeigt in Gliomen eine positive
Korrelation mit dem Malignitatsgrad und war kontinuierlich hoch reguliert in Tumoren mit einer
Wildtyp-Isocitrat-Dehydrogenase (148). Eine tumorsuppressive Wirkung des Gens wurde in
chronisch myeloischen Leukdmien beschrieben, wahrend MSR1 in Magenkarzinomen durch
den Einfluss auf M2-Makrophagen zur Tumorprogression beitragt (148, 225).

Im Tumorgewebe verschiedener Krebsentitdten wurden bereits haufig Deletionen in der Re-
gion Chr8 (p22), in der sich das MSR171-Gen befindet, identifiziert. Diese sind assoziiert mit
einer Krankheitsprogression und einer schlechteren Prognose. Insbesondere fur Prostatakar-
zinome sind eine starkere Aggressivitat der Tumore und ein erhdhtes Progressrisiko bei Dele-
tionen in der Region bekannt (148).

Keimbahnvarianten in MSR1 sind assoziiert mit Adenokarzinomen des Osophagus sowie dem
Risiko, an Prostatakarzinomen zu erkranken (148). Xu et al. identifizierten Missense-
Mutationen in MSR1, die in der Keimbahn von Mannern mit nicht-hereditarem
Prostatakarzinom mehr als viermal so haufig vorkamen wie bei Nicht-Erkrankten. Dies weist
auf die Bedeutung von MSR1 in der Pradisposition fiir Prostatakarzinome hin (226). In den
vorliegenden Studien wurden vorrangig Punktmutationen und indels betrachtet. Eine
Untersuchung von SVs oder CNVs erfolgte nicht (226-228). Interessanterweise hatten beide
Groldvater der Patientinnen ein Prostatakarzinom. Da beide Schwestern an Krebs erkrankten
ist eine vererbte Variante, z. B. durch einen der Grof3vater, wahrscheinlicher als eine de novo
aufgetretene. Theoretisch méglich ware auch eine Vererbung durch beide GroRvater. Es
wurden jedoch ausschlieRlich heterozygote SVs, die bei den Patientinnen P9 und P10
auftraten, festgestellt.

Ein Abgleich der WES-Daten zeigte eine um die Halfte verminderte Abdeckung in den Daten
der Patientinnen P9, P10 und deren Mutter im Vergleich zum Vater, was ebenfalls auf eine
Deletion hinweist. Dies legt eine Vererbung der heterozygoten Variante durch die Mutter nahe.
Ob die Deletion auch bei dem GroRRvater mutterlicherseits, bei dem im Alter von 60 Jahren ein
Prostatakarzinom diagnostiziert wurde, vorlag, kann jedoch anhand der vorhandenen Daten
nicht geklart werden.

Die Deletion wurde, wie in 2.2.2.6 und 3.4.1 erklart, mittels Long-range PCR validiert. In einem
nachsten Schritt wurden mittels Sanger-Sequenzierung die konkreten Bruchpunkte der Dele-

tion identifiziert. Das Verfahren und die Ergebnisse werden in 2.2.2.8 und 3.4.1 beschrieben.
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Die Deletions-Bruchpunkte befinden sich auf Chr8:16,087,937-16,166,438 (hg38) und umfas-
sen 78501 bp.

In verschiedenen Studien und Populationsdatenbanken wurden bereits Deletionen &hnlicher
Grolde in der untersuchten Region beschrieben, die ebenfalls die Exone funf bis zehn und
Introne vier bis neun des MSR7-Gens umfassen (vgl. Abb. 39). Sie wurden mit einer Frequenz
von <0,01-0,68% erfasst (70, 71, 144, 145, 229). Damit erfolgte keine Exklusion der Deletion
anhand der in dieser Arbeit verwendeten Filterkriterien. Dennoch fallt auf, dass eine hohe Pra-
valenz ahnlich groRer und lokalisierter Deletionen in der Allgemeinbevdlkerung besteht.
MSR1 stellt also ein Kandidaten-KPG dar. Neben den o. g. Effekten auf Tumorzellen besteht
die Mdglichkeit, dass eine Deletion in dem Gen die Immunantwort und die Fahigkeit des
Immunsystems, Tumore zu erkennen und zu bekampfen, beeintrachtigt, chronische
Infektionen beglinstigt und zu Veranderungen in der Tumormikroumgebung durch TAMs flihrt
(148). All diese Faktoren kdnnen zur Genese z. B. von Lymphomen fithren (230).

Die hohe Pravalenz in der Allgemeinbevdlkerung macht einen pathogenen Effekt der in den
Patientinnen P9 und P10 detektierten Deletion unwahrscheinlicher. Weitere Studien sind notig,
um die Mechanismen, die zu einer mdglichen Krebspradisposition fiihren, genauer zu verste-
hen und zu analysieren, ob weitere an Krebs erkrankte Kinder von einer Keimbahnvariante in
MSR1 betroffen sind.
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Genome Chr8  16,100,000| 16,110,000] 16,120,000] 16,130,000| 16,140,000 16,150,000] 16,160,000] 16,170,000
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Chr8:16,087 937 bp I I Chr8:16,166,438 bp

In P9 und P10 detektierte Deletion, Groke: 78501 bp

In Populationsdatenbanken beschriebene Deletionen in der untersuchten Region:
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Abb. 39 In Populationsdatenbanken erfasste Deletionen in der untersuchten Region um den
MSR1-Genlokus

Gezeigt sind im Rahmen des Abgleichs mit Populationsdatenbanken erfasste Deletionen, die in der
untersuchten Region lokalisiert sind. Im oberen Abschnitt der Abbildung ist in blau die genomische Re-
gion Chr8:16,087,937-16,166,438 (hg38) dargestellt, die die Exone finf bis zehn und Introne vier bis
neun des MSR1-Gens umfasst und in den Patientinnen P9 und P10 deletiert ist. Dafiir steht der darunter
dargestellte schwarze Balken. Die weiteren Markierungen entsprechen in der Literatur beschriebenen
Deletionen, zu denen jeweils Datenbank bzw. Publikation, GroRe und Frequenz sowie auf der linken
und rechten Seite die Bruchpunkte angegeben sind (70, 71, 112, 144, 145, 229). Diese Abbildung wurde
mit BioRender.com erstellt. Die Nutzung erfolgt im Einklang mit der akademischen Lizenzvereinbarung
von BioRender.
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4.4.2 Deletionen des RASA4- und RASA4B-Genlokus als mogliche krebspra-
disponierende Veranderungen
Bei zwei Patienten wurden Deletionen in der Region Chr7 (q22.1) nachgewiesen. Sie betreffen
zwei Gene, RASA4 und RASA4B, die inhibitorisch auf den Ras-Signalweg einwirken und po-
tentielle Tumorsuppressorgene darstellen (231).
Aufgrund dieser Funktion und den beschriebenen Varianten kénnen sie als mdgliche
Kandidaten-KPGs betrachtet werden. Es handelt sich um eine komplexe Region, die von
segmentalen Duplikationen durchzogen ist (232). Segmentale Duplikationen bezeichnen
repetitive DNA-Sequenzen >1 kbp mit >90% Sequenzidentitdt und machen ca. 7% des
gesamten humanen Genoms aus (233). Im Bereich segmentaler Duplikationen finden sich 10-
mal haufiger CNVs und insbesondere komplexe SV-Typen mit mehreren Bruchpunkten (166),
was erklaren kann, warum Varianten in mehreren Fallen in der Region detektiert wurden. Sie
fihren zu einer vermehrten genomischen Instabilitdt, sind mit chromosomalen
Rearrangements und genetischen Erkrankungen wie dem DiGeorge-, dem Williams-Beuren-
und potentiell auch KPSs assoziiert (232, 234). Auf Chromosom 7 befinden sich die meisten
intrachromosomalen Duplikationen, sodass dort Krankheitsassoziationen vermutet werden
(232). Segmentale Duplikationen stellen eine Herausforderung der Genomassemblierung von
Short-Read-Sequenzierungen dar, da sie zu Fehlassemblierungen, Fehlzuordnungen und
geringeren Sequenzabdeckungen der duplizierten Regionen fiihren (233, 235). Mittels LRS ist
heute eine exakte Untersuchung vieler komplexer Abschnitte des Genoms, zu denen
segmentale Duplikationen gehéren, méglich (166).
Bei dem Patienten P6 wurde die Diagnose einer T-ALL gestellt. Zudem wies der Junge eine
auffallige Fazies und breite, bewegungseingeschrankte Daumen auf. Die Beschreibung der
Fazies des Patienten passt u. a. zu den im Rahmen von RASopathien wie dem Noonan-Syn-
drom publizierten Auffalligkeiten, zu denen ein Hypertelorismus und tiefsitzende Ohren zahlen.
Kinder, die von einer RASopathie betroffen sind, zeigen zudem haufig eine Entwicklungsver-
zbgerung und weitere klinische Auffalligkeiten (236). Bekannt ist, dass der Junge eine Forder-
schule besuchte, was eine Entwicklungsverzégerung nahelegt. Er entwickelte im Rahmen der
Therapie eine starke Mukositis und Neurotoxizitat. Sein Onkel vaterlicherseits sei im Alter von
45 Jahren an einem Bronchialkarzinom erkrankt. Daher war das Vorliegen eines KPS wahr-
scheinlich (57, 60).
Im Genom des Jungen wurde eine ca. 99 kbp lange Deletion auf Chr7 (q22.1) detektiert. In
dieser Region ist neben den in 3.4.2 genannten Genen RASA4B lokalisiert. Da es sich um
eine Duo-Analyse handelt, kann ein Rickschluss auf die Vererbung durch die Mutter gezogen
werden. Diese SV wurde jedoch nicht in ihrem Genom nachgewiesen. Demnach ist sie de
novo entstanden oder durch den Vater vererbt worden. Betrachtet man die WES-Daten, fallt
eine sehr geringe Abdeckung der Region auf, was die Auswertung nicht ermdéglicht. Wie oben
erwahnt ist dies typisch fur Regionen mit segmentalen Duplikationen, da sich die aufeinander
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folgenden DNA-Sequenzen sehr dhnlich sind (235). Daher erlauben die WES-Daten keine
Aussage uber eine Deletion in der Region.

Der Patient P16 litt an einer AML. Die Familienanamnese des Jungen war, wie in 3.4.2 erklart
wurde, auffallig, da sein Vater und Grol3vater vaterlicherseits an malignen Tumorerkrankungen
im Alter <45 Jahren erkrankt waren. Neben der in 4.3.4 diskutierten VUS im KPG FHIT, wurde
eine ca. 96 kbp lange, paternal vererbte Deletion auf Chr7 (g22.1) festgestellt. In der deletier-
ten Region ist neben weiteren in 3.4.2 erwadhnten Genen das mit RASA4B verwandte Gen
RASAA4 lokalisiert. In der WES fiel durch die starke Homologie der Sequenzen innerhalb seg-
mentaler Duplikationen erneut eine schwache Abdeckung der gesamten Region auf. Dement-
sprechend ist die Interpretation der WES Daten nicht moglich.

Im Genom der Patienten P6 und P16 wurde also eine vollstandige Deletion des RASA4B- bzw.
RASA4-Gens detektiert.

Beide Gene kodieren fur Kalzium-sensitive Ras-Guanosin-Triphosphatase-(GTPase)-aktivie-
rende Proteine (GAPs). Diese besitzen die Méglichkeit, den Ras-Signalweg zu inhibieren. Sie
sind in der Lage, die Fahigkeit von Ras zur Hydrolyse von GTP und damit den Ubergang in
den Guanosin-Diphosphat (GDP)-gebundenen Status steigern (vgl. Abb. 40).
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Abb. 40 Funktion von RASA4 und RASA4B als Ras-GTPase-aktivierendes Protein

Schematisch dargestellt ist die Funktion von GAPs, zu denen RASA4 und RASA4B gehodren. GAPs
stimulieren die intrinsische GTPase-Aktivitat von Ras, wodurch GTP zu GDP hydrolysiert und Ras in
den inaktiven Zustand (Ras-GDP) Uberfuhrt wird. Damit wird das Signal, das u. a. durch Aktivierung des
hier beispielhaft dargestellten MAP-Kinase Signalwegs zu Zellproliferation, -differenzierung und -wachs-
tum fihrt, beendet. Als Guanosin-Exchange-Faktoren (GEFs) werden Proteine bezeichnet, die die Dis-
soziation von GDP von Ras und damit die Bindung von GTP ermdglichen (112, 237). Diese Abbildung
wurde mit BioRender.com erstellt. Die Nutzung erfolgt im Einklang mit der akademischen Lizenzverein-
barung von BioRender.
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Dadurch werden die folgenden Signalwege weniger aktiviert, die Einfluss auf die Genexpres-
sion, Zellwachstum und —differenzierung nehmen (112, 237).

Eine Uberaktivitat des Ras-Signalwegs, die durch Varianten fiir GAPs kodierender Gene ent-
stehen kann, fihrt zu unkontrolliertem Wachstum von Geweben und zur Krebsentstehung. In
Maus und Mensch kann ein Verlust der Expression oder die genetische Alteration eines Ras-
GTPase-aktivierenden Proteins zu Stérungen der Homoostase des betreffenden Gewebes
fihren. RASA4 wird in allen Blutzellen exprimiert und kommt am haufigsten in der Milz und in
Lymphknoten vor. Daten zur Expression von RASA4B in Blutzellen liegen nicht vor. Bekannt
ist aber die Expression in zahlreichen Krebszelllinien, darunter auch Leukamien, wobei auffallt,
dass diese im Mittel geringer ist, als in Nicht-Krebszelllinien (116, 231).

Die Assoziation des Locus Chr7 (g22) zu AML ist bereits seit einiger Zeit bekannt (238). Zur
Krankheitsassoziation von RASA4B gibt es bislang keine konkreten Forschungsergebnisse,
vermutet wird jedoch eine weitreichende Paralogie zu RASA4 (113). RASA4 gilt als potentiel-
les Tumorsuppressorgen, da seine Suppression in einem RNA-Interferenz-Screening die on-
kogene Transformation humaner Brust-Epithelzellen férderte (231). Chen et al. beschrieben
eine reduzierte RASA4-Expression in Zervixkarzinomen, deren Inaktivierung die Proliferation
von HelLa- und C-33A-Zellen steigerte (239). Auch in Rektumkarzinomen zeigte sich eine ver-
minderte Expression von RASA4 (240). In einer Tripel-Negativen Mammakarzinom-Zelllinie
wurde die Ras-inhibitorische Funktion von RASA4 als kalziumabhangig beschrieben (241). In
einer Studie zu nasopharyngealen Adenokarzinomen wurde eine CNV in der Region
Chr7 (922), ahnlich wie die durch WGOM registrierte SV, nachgewiesen. Diese umfasste auch
RASA4 (242). In Juvenilen Myelomonozytischen Leukdmien wurde RASA4 als Target von
DNA-Hypermethylierung identifiziert, die mit einer schlechteren Prognose und erhdhtem Ruick-
fall-Risiko nach Stammzelltransplantation assoziiert war. Bei Monosomie 7 wurde eine Hyper-
methylierung von RASA4 auf dem verbleibenden Allel nachgewiesen (243). Eine DNA-Hyper-
methylierung reguliert die Genexpression auf eine komplexe und kontextabhangige Weise. In
den meisten Fallen fuhrt sie zu einer verminderten Transkription, Herunterregulierung, selten
auch zur Steigerung der Genexpression (244). Eine epigenetische Analyse von RASA4 und
RASA4B ware im Tumorgewebe der beiden Jungen interessant gewesen. Dafir stand leider
kein Tumormaterial zur Verfigung.

Denkbar ist also, dass durch die vollstandige Deletion von RASA4 bzw. RASA4B die Inhibition
des Ras-Signalwegs in hamatopoetischen Zellen vermindert wird und dessen Uberaktivitat zur
Krebsentstehung fuhrt (116, 231). Es besteht die Mdglichkeit, dass es sich bei der Deletion
der beiden Gene um eine Form einer tumorpradisponierenden RASopathie handelt, wozu der
Phanotyp des Patienten P6 sowie die paternale Vererbung der SV des Patienten P16 im Kon-
text der Familienanamnese passen wurden.

Um die Expression der Gene im Blut zu untersuchen, sollte eine qPCR durchgefiihrt werden.

Durch die starke Homologie der Region war es jedoch nicht moglich, spezifische Primer zu
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designen, sodass zum aktuellen Zeitpunkt keine weiterfiihrende Validierung der Varianten er-
folgen konnte.

Es ware interessant, mit zuklnftigen Technologien die Region um RASA4 und RASA4B sowie
die Auswirkung der Deletion der Gene auf die Proteinexpression weiter zu untersuchen. Ana-
lysen zur enzymatischen Aktivitat, Bindungseigenschaften oder Wechselwirkungen mit ande-
ren Molekulen kénnen erfolgen. Molekulare Mechanismen und Omics-Ansatze kénnen zur Be-
urteilung des Einflusses auf den Ras-Signalweg beitragen. Epidemiologische Daten zu SVs
innerhalb segmentaler Duplikationen sollten generiert und die Haufigkeit dieser Varianten in
gesunden und erkrankten Populationen dokumentiert werden. Schlief3lich kdnnten in vivo Mo-
delle die biologischen Folgen der Deletionen in einem physiologischen Kontext zeigen. All

diese Schritte kdnnen zur Einstufung der Deletionen als pathogen beitragen.

4.4.3 Deletion eines DKK7-Enhancers mit potentieller Tumorpradisposition
Bei der Patientin P14 wurde ein ZNS-Tumor, bestehend aus einem SHH-aktivierten
Medulloblastom und einem Astrozytom, diagnostiziert.

Wie in 4.2.5 diskutiert wurde, wurde im Genom der Patientin eine de novo entstandene, inter-
genisch lokalisierte SV erfasst.

Darlber hinaus wurde eine 555 bp lange, heterozygote Deletion auf Chr10 (g21.1) identifiziert.
Von welchem Elternteil diese vererbt wurde, ist nicht abschlieRend geklart, da sowohl bei der
Mutter (45 Molekiile) als auch beim Vater (52 Molekiile) diese SV tragende Molekile nachge-
wiesen wurden. Es ist mdglich, dass es sich hierbei um einen Polymorphismus handelt, den
beide Elternteile tragen, jedoch konnte keine mit der Region Uberlappende Deletion &hnlicher
Grole in den Populationsdatenbanken identifiziert werden. Daher ist auch eine Kontamination
denkbar. Um diese sicher auszuschliellen, konnte der WGOM-Lauf des Kindes wiederholt
werden.

Wie in Kapitel 3.4.3 beschrieben, enthalt der ca. 19,5 kbp groRe, durch WGOM identifizierte
Bereich zwei Markierungen, die nicht korrekt verknlpft sind und die Lokalisation der Deletion
naher eingrenzen. Mdglicherweise ist einer von zwei Enhancern betroffen, die die Expression
des DKK1-Gens regulieren. Beide sind in Blut-, Haut- und mesenchymalen Stammzellen aktiv,
die u. a. im Kleinhirn zu Neuronen und Astrozyten differenzieren kénnen (76, 147, 245). Der
Enhancer GH10J052439 zeigt zusatzlich Aktivitat in reifen Astrozyten (147). Das DKK1-Gen
kodiert fur ein sekretiertes Protein, das den Wnt/B-Catenin-Signalweg durch Bindung an LRP6
hemmt und besonders in der embryonalen Entwicklung wichtig ist (246). Im Tiermodell ist es
an der Bildung des Vorderhirns und des axialen Mesendoderms beteiligt (247).

Die Funktion des DKK7-Gens bei Krebserkrankungen ist kontextabhangig und variiert je nach
Tumorart, genetischem Hintergrund und Mikroumgebung. Als Inhibitor des Wnt/3-Catenin-Sig-
nalwegs kann DKK1 tumorsuppressiv wirken, indem es die Zellproliferation hemmt und die
Apoptose fordert (246). Dies wurde in Zelllinien von kolorektalen-, Schilddrisen- und

Mammakarzinomen sowie Leukamien festgestellt (248).
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Gleichzeitig wurden auch tumorférdernde Effekte durch den Einfluss auf Metastasierung, An-
giogenese und Immunsuppression beschrieben. Auch Wnt-unabhangige Signalwege, konnten
zu protumorigenen Effekten beitragen, u. a. durch Schaffung eines immunsuppressiven Mik-
romilieus (248).

In ZNS-Tumoren zeigt DKK1 ebenfalls eine ambivalente Rolle. In Medulloblastomen wurde es
als epigenetisch stillgelegtes Tumorsuppressorgen identifiziert, dessen Re-Expression das
Tumorwachstum inhibierte und Apoptose forderte (149). Gleichzeitig wurde in Wnt-aktivierten
Medulloblastomen eine DKK1-Uberexpression als negatives Feedback beobachtet (249). In
Astrozytomen und Glioblastomen ist DKK1 ebenfalls epigenetisch reguliert und scheint dort
wachstumshemmend zu wirken (250). Insgesamt bleibt die Rolle von DKK1 in ZNS-Tumoren,
besonders bei SHH-aktivierten Medulloblastomen, unklar und kann sowohl tumorsuppressiv
als auch tumorférdernd sein.

Eine Deletion kann die Funktion eines regulatorischen Elements auf verschiedene Arten sto-
ren. Moglich sind die direkte Zerstérung von Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren,
wodurch das Zielgen nicht mehr oder nur verringert transkribiert wird, epigenetische Verande-
rungen sowie eine Beeintrachtigung der Chromatinstruktur, wodurch die raumliche Nahe von
Enhancer und Promotor beeintrachtigt wird, TAD-Grenzen verschoben werden und ggf. neue
Interaktionen entstehen, die Fehlexpressionen bedingen (251-253). Sollte der Enhancer von
DKK1 durch die Deletion zerstért worden sein, wirde dies u. a. zu einer starkeren Aktiverung
des Wnt-Signalwegs flihren, was die Krebsentstehung férdern kdnnte.

Moglich ist aber auch, dass es sich bei GH10J052436 und GH10J052439 um Silencer des
DKK1-Gens handelt. In bisherigen Studien wurden diese regulatorischen Elemente, die die
Genexpression supprimieren kdnnen, weniger untersucht als Enhancer, die diese steigern (77,
254). In der Datenbank Silencer DB wird ein im Blut aktiver Silencer (HS_01717068) vorher-
gesagt, dessen Koordinaten zu dem durch GeneHancer publizierten regulatorischen Element
GH10J052436 passen. Darlber hinaus befindet sich der prognostizierte Silencer
HS_ 01717062 in der wahrscheinlich deletierten Region, der insbesondere in Astrozyten aktiv
ist. Die Validierung dieser regulatorischen Elemente steht aktuell jedoch noch aus (254).
Mittels gPCR wurde der Einfluss der Deletion auf die DKK1-Expression tberprift. Detektiert
wurde eine stark bzw. sehr stark signifikant erhdhte relative DKK1-mRNA-Expression in den
PBMC-Proben der Patientin P14 und deren Mutter im Vergleich zu den Kontrollen. Die relative
DKK1-mRNA-Expression des Vaters, der laut WGOM-Daten ebenfalls die Deletion tragt, ist
verglichen mit den Kontrollen nur teilweise signifikant erhoht. Ursache dieses uneindeutigen
Ergebnisses kdnnte die Auswahl der Housekeeping-Gene sein. Moglich ist weiterhin, dass der
Vater nicht Trager der Deletion und es zu einer Kontamination der Proben gekommen ist.

Die erhohte relative DKK1-mRNA-Expression in den Proben der Patientin P14 und ihrer Mutter

kénnte mit der Deletion eines Silencers des DKK1-Gens begriindet werden.
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Dabei ist, wie bereits in 4.3.3 beschrieben, wichtig zu beachten, dass regulatorische Elemente
gewebeabhangig aktiv sind (76). Somit muss eine veranderte Expression im Blut keine veran-
derte Expression im embryonalen bzw. neurologischen Gewebe zur Folge haben.
Interessant ware es daher, die Expression im Tumorgewebe zu untersuchen. Weiterhin sollte
eine Validierung vorhergesagter Silencer erfolgen. Funktionelle Versuche, die Untersuchung
von Chromatin- und Histonmarks sowie ein Knock-Out in einer Zelllinie kdnnen Hinweise auf
den Einfluss durch SVs betroffener regulatorischer Elemente auf eine mogliche Krebspradis-
position geben.

Weitere Studien sind notwendig, um die kontextabhangige Rolle des Gens in
Tumorerkrankungen, u. a. in SHH-aktivierten Hirntumoren, und damit eine mdgliche

Krebspradisposition zu ermitteln.

4.4.4 Der mogliche krebspradisponierende Effekt der Deletion eines
SPRED1-Enhancers
Der Patient P12 war ein Jahr alt, als bei ihm ein Optikusgliom diagnostiziert wurde.
Histologisch handelt es sich bei dieser Tumorentitat meist um ein pilozytisches Astrozytom
(150). Optikusgliome ftreten haufig im Rahmen der NF1-Erkrankung auf, die durch
Keimbahnmutationen im Tumorsuppressorgen NF1 u.a. Hautveranderungen (z. B. CALM),
ZNS-/PNS-Tumoren und skelettale Anomalien verursacht. Bei dem betroffenen Jungen
wurden CALM beobachtet, jedoch zeigte die WES keine Mutation in NF1 oder anderen KPGs,
weshalb eine WGOM durchgefiihrt wurde. Auch diese ergab keine SVs in NF1 oder anderen
KPGs. Kapitel 4.1.3 geht auf die auffallig hohe Zahl an SVs bei dem Patienten P12 im
Vergleich zu anderen Patient*innen ein.
Darunter war eine ca. 2,5 kbp lange, maternal vererbte, intergenisch lokalisierte Deletion auf
Chr15 (g14). Bislang publiziert ist eine ahnlich groRe Deletion (esv3636189), bei der es sich
nicht um einen Polymorphismus handelt und die einen Teil des Enhancers GH15J038126
betrifft. Dieses regulatorische Element ist u. a. in Astrozyten, dem Ursprungsgewebe von
Optikusgliomen, aktiv und beeinflusst die Expression von SPRED1 (71, 76).
Eine Deletion kann, wie oben beschrieben, die Funktion eines Enhancers storen, etwa durch
den Verlust von Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen, epigenetische Veranderungen oder
eine veranderte Chromatinstruktur. Dadurch kénnen die rdumliche Nahe zum Promotor ge-
stort, TAD-Grenzen verschoben und eine fehlerhafte Genexpression ausgelost werden (251-
253). Da der Enhancer nur in geringem Male auf PBMCs wirkt, war eine Expressionsanalyse
von SPRED1 mittels gPCR nicht sinnvoll (76).
Die Variante wurde, wie in 3.4.4 erklart, mittels Touchdown-PCR validiert. Deutlich erkennbar
ist die Differenz des PCR-Produkts der Probe des Patienten P12 und seiner Mutter zu der
Probe des Vaters und der Kontrollprobe, womit die ca. 2,5 kbp grof3e Deletion bewiesen wird.
Dass die Bande der Mutter deutlich starker zu sehen ist als die der anderen Proben, liegt an

der eingebrachten DNA-Konzentration.
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Die Bruchpunkte der Deletion des Patienten P12 und seiner Mutter wurden mittels Sanger-
Sequenzierung bestimmt. Es ergab sich die 2450 bp grolie Deletion des Bereichs
Chr15:38,126,637-38,129,085 bp, von dem die bislang in der Literatur beschriebene Deletion
(esv3636189) 7 bp bzw. 2 bp entfernt liegt. Daraus kann eine tatsachliche Affektion des be-
schriebenen Enhancers geschlussfolgert werden (71, 76).

SPRED1 wirkt als Tumorsuppressor und negativer Regulator des RAS/MAPK-Signalwegs, in-
dem es Neurofibromin, fir das NF1 kodiert, zur Plasmamembran rekrutiert. Dort fungiert Neu-
rofibromin als RasGAP, wodurch Ras inaktiviert und der Signalweg gehemmt wird (255). Au-
Rerdem steuert SPRED1 die Mikro-RNA miR-126, die von Relevanz fur die Homdostase leu-
kamischer Stammzellen ist (256).

Keimbahnmutationen in SPRED1, die zu einem Funktionsverlust fihren, verursachen das
Legius-Syndrom (LS). Pathogene Varianten umfassen Missense-, Nonsense-, Frameshift-
und Kopienzahlvarianten sowie regulatorische Deletionen — bisher jedoch nur im
Promotorbereich (257). Das Spektrum der bekannten pathogenen Varianten wird regelmaRig
durch neue Studien erweitert (258).

NF1 und LS sind sich klinisch und pathophysiologisch sehr ahnlich. Beide gehéren zu den
RASopathien, werden autosomal dominant vererbt und zeigen haufig multiple CALM sowie
ggf. axillare oder inguinale Hyperpigmentierungen (51). Das LS kann zudem mit Lernproble-
men, Makrozephalie und Noonan-Syndrom-ahnlichen Dysmorphien einhergehen (259). Bei
dem Patienten P12, der bereits mit einem Jahr erkrankte, waren Lernverhalten und Pigmen-
tierung noch nicht beurteilbar. Dies ist typisch fiir das friihe Erkrankungsstadium, in dem oft
nur CALM als klinischer Hinweis auftreten (260).

Das LS ist seltener als NF1 und macht etwa 1 % der Falle mit NF1-typischer Pigmentierung
aus. Laut Legius et al. (2021) entwickeln LS-Patient*innen im Gegensatz zu NF1-Patient*innen
keine Lisch-Knoten, Neurofiborome oder Optikusgliome. Bis 2021 war eine klare Abgrenzung
anhand der National Institutes of Health (NIH)-Kriterien nicht moéglich. Erst die aktualisierten
Kriterien von Legius et al. (2021) erlauben eine Differenzierung. Das LS kann bei 26 CALM
und einer pathogenen SPRED7-Variante diagnostiziert werden, nicht jedoch, wenn
zusatzliche NF 1-Kriterien wie ein Optikusgliom vorliegen (51). Fir den Patienten P12 ist nach
diesen Kriterien keine LS-Diagnose mdglich. Jedoch ist aktueller Literatur eine kontroverse
Diskussion Uber eine mogliche Krebspradisposition durch das LS zu entnehmen (44, 259). Die
jungsten Anderungen zeigen die dynamische Entwicklung der Diagnosekriterien, eine kiinftige
Erweiterung — etwa um eine Krebspradisposition — ist denkbar.

Mutationen des SPRED1-Gens treten in ca. 2% aller somatischer Krebsproben auf, meist als
Deletionen, trunkierende Mutationen und Missense-Mutationen. Im Zusammenhang mit dem
LS wurde eine Krebs-Pradisposition fiir padiatrische akute Leukamien, oft mit Verlust der
Heterozygotie und verminderter SPRED1-Expression, beschrieben. Dies fuhrt zu einer

Uberaktivierung des RAS/MAPK-Signalwegs und einer gesteigerter ERK-Phosphorylierung
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(259). In chronisch myeloischen Leukamien ist der Verlust von SPRED1 mit der
Transformation von der chronischen in die beschleunigte Phase und Blastenkrise assoziiert
(256). Auch in Melanomen wirkt SPRED1 als Tumorsuppressor (259). Eine reduzierte
Expression wurde zudem in Ostrogenrezeptor-positivem Brustkrebs, HCC, oralen
Plattenepithelkarzinomen und Magenkarzinomen nachgewiesen (259, 261). Ein Fallbericht
beschreibt einen Jungen mit multiplen Basalzellkarzinomen und SPRED 1-Keimbahnmutation
(56). Zudem reguliert SPRED1 die Proliferation neuronaler Stammzellen und spielt eine Rolle
in der ZNS-Entwicklung (262), was eine Verbindung zu Optikusgliomen nahelegt.

Die aktuellen Kriterien des LS treffen nicht auf den Patienten P12 zu. Obwohl das LS primar
mit gutartigen Veranderungen assoziiert ist, ist davon auszugehen, dass die Dysregulation von
SPRED1 die Anfalligkeit fir andere RAS/MAPK-assoziierte Tumorerkrankungen erhéht. Mog-
lich ist, dass eine Deletion im SPRED1-Enhancer sowohl die CALM als auch das Optikusgliom
verursacht. Alternativ kdnnten beide Merkmale unabhangig von einander entstanden sein —
mit den CALM als Ausdruck des LS und ungeklarter Ursache des Glioms. Weitere Studien
sind nétig, um den Zusammenhang zwischen SPRED 1-Keimbahnvarianten und Krebspradis-

positionen des Kindesalters besser zu verstehen.
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4.5 Einordnung der optischen Gesamt-Genomkartierung und Aus-
blick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Keimbahn von 29 padiatrischen Patient*innen mittels
WGOM auf das Vorliegen von fir Krebserkrankungen pradisponierenden SVs untersucht.
KPSs kénnen sich phanotypisch heterogen zeigen, weshalb genetische Untersuchungen bei
der Diagnosestellung helfen kénnen. Das Wissen um ein KPS kann zur friiheren Detektion
zweiter Malignome fuhren und die Auswahl der Therapie beeinflussen. Zudem kann eine ge-
netische Testung der Familie erfolgen (56).

Die Patient*innen wurden nach den durch Jongmans et al. und Ripperger et al. publizierten
Kriterien ausgewahlt und entsprachen damit Kindern, fir die ein zugrundeliegendes KPS be-
sonders wahrscheinlich ist. Dabei besteht die Moglichkeit, dass sich, wie in 4.1.5 erlautert,
klinische Anomalien und therapieassoziierte Toxizitat erst nach einiger Zeit zeigen und zum
Zeitpunkt der Untersuchung noch unauffallig sind, obwohl ein KPS vorliegt. Dementsprechend
kénnten Patient*innen nicht eingeschlossen worden sein, bei denen Anomalien erstim Verlauf
auftraten. AuRerdem unterliegen die Kriterien einer Reevaluation, die sich dem Stand der For-
schung anpasst (57, 60). Wurde im WES bei den Patient*innen eine ursachliche genetische
Variante nachgewiesen, wurden sie aus der Kohorte ausgeschlossen. Das bedeutet auch,
dass kurze, pathogene oder wahrscheinlich pathogene SVs, die auch mittels NGS identifizier-
bar sind, in dieser Arbeit nicht detektiert werden konnten.

Die strengen Einschlusskriterien dieses Projekts flihrten zu einer im Verhaltnis zu anderen
Studien kleinen Kohorte, die 29 Patient*innen umfasste. Dadurch kdnnen viele Tumorentitaten
des Kindes- und Jugendalters nicht abgebildet werden, von anderen Krebsarten wurden nur
einzelne Falle betrachtet, die keinen Riickschluss auf andere Patient*innen erlauben.

Die Methode des WGOM bietet einige Vorteile gegentiber zuvor durchgefiihrten Untersuchun-
gen auf Keimbahnvarianten bei Kindern mit Krebserkrankungen, die in 5-10% der Falle pa-
thogene oder wahrscheinlich pathogene Varianten zeigten (12, 40-42, 72). Mittels WGOM kon-
nen im Gegensatz zu WES intronische und intergenische SVs detektiert werden, die z. B.
epigenetische Effekte haben. SVs, die deutlich gréflier als die mittels WGS und WES erkannten
sind, kénnen identifiziert werden. AulRerdem ist WGOM besser geeignet, um balancierte SVs
und SVs in komplexen und repetitiven DNA-Regionen zu detektieren. Mdglich ist auch eine
Erfassung von Mosaik-Varianten, die nur in einem Teil der Zellen der Keimbahn vorhanden
sind, wenn die GréRRe und der Mosaikanteil hoch genug sind (56, 81, 83, 88, 263). Wurde eine
Variante von zu wenigen Molekulen angezeigt, passierte sie die Filterkriterien nicht und wurde
nicht erfasst. Hatte man die Filterkriterien dementsprechend angepasst, waren zu viele Arte-
fakte aufgetreten, die eine Auswertung behindert hatten.

Limitationen von WGOM sind flr Zentromer- und pseudoautosomale Regionen bekannt (263).
Trotz der verbesserten Abdeckung grof3er, repetitiver Strukturen kénnen nicht alle segmenta-

len Duplikationen oder komplexen Regionen abgedeckt werden. Da WGOM eine relativ neue
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Technologie ist, gibt es noch nicht gentigend Erfahrung, um alle Artefakte, die mit dieser Me-
thode verbunden sind, vollstdndig zu verstehen und zu interpretieren. Umfassende Erfahrun-
gen kénnen zukinftig zu einer optimierten Anwendung des Verfahrens fihren (88).

Die Analyse der mit WGOM gesammelten Daten erfordert spezialisierte bioinformatische
Werkzeuge und Kenntnisse. Die Verfugbarkeit und Weiterentwicklung dieser Tools sind ent-
scheidend fur die effektive Nutzung der Methode (88).

Fiur WGOM musste ausreichend Ausgangsmaterial der Kinder und Eltern vorhanden sein, was
insbesondere im Rahmen von Krebserkrankungen und Chemotherapien nicht selbstverstand-
lich ist. Die Arbeit zeigt, dass eine Trio-Analyse in Fragen der Krebspradisposition bei Kindern
Aufschluss Uber Vererbung und de novo Entstehung der SVs geben kann. Mangels Verfug-
barkeit des elterlichen Materials war dies leider nicht fiir alle in die Arbeit eingeschlossenen
Patient*innen moglich. Bei vielen Patient*innen ware weiterhin eine Expressionsanalyse der
betrachteten Gene im Tumorgewebe interessant gewesen. Dies hatte jedoch den Rahmen der
Arbeit Uberschritten und kann in zukinftigen Studien betrachtet werden.

Bei der Arbeit mit Datenbanken ist stets zu beachten, dass regelmaRig Updates erfolgen und
der Grad, zu dem Daten validiert sind, veranderlich ist (67). Auch die Referenzgenome werden
aktualisiert und vervollstandigt, wodurch bisher unbekannte Gene und regulatorische Ele-
mente identifiziert, die Genauigkeit der Erkennung der Varianten gesteigert und systematische
Analysen auch repetitiver DNA-Regionen mdglich werden (166). Je mehr Wissen wir Uber den
Effekt genetischer Alterationen auf die zellularen Funktionen dazu gewinnen, desto mehr
krebspradisponierende Lasionen mit Einfluss auf bekannte und neu entdeckte KPGs kénnen
ermittelt werden. Dementsprechend ist denkbar, dass den im Rahmen dieser Arbeit detektier-
ten SVs zum aktuellen Stand der Forschung keine krebspradisponierende Bedeutung zuge-
schrieben wurde, diese jedoch in der Zukunft erkannt wird.

Letztendlich ist auch méglich, dass ein Teil der Patient*innen keine pradisponierende Keim-
bahnvariante tragt und andere Ursachen zur Krebsentstehung fiihrten oder eine multigenische
Veranlagung besteht. Studien zeigen einen signifikanten Einfluss der Kombination von Vari-
anten in Genen mit geringer oder mittlerer Penetranz fur die Krebsentstehung verglichen mit
den haufig betrachteten KPGs mit hoher Penetranz (264). Auch um ihre Relevanz zu untersu-
chen sind weitere Forschungsprojekte erforderlich.

Aktuelle Studien zeigen aulierdem eine Relevanz von DNA-Methylierungen von z. B. 5-
Methylcytosin und 5-Hydroxymethylcytosin fur die Krebsentstehung bei Kindern (265). Diese
wurde in dieser Arbeit nicht beleuchtet und stellt eine weitere interessante Forschungsfrage
flr zuklnftige Studien dar.

In zuklinftigen Arbeiten kdnnte kinstliche Intelligenz die Analyse und Interpretation von
Varianten erleichtern.

WGOM ist in der Lage, strukturelle Varianten ab einer Grofze von etwa 500 bp zu erkennen,

wahrend kleinere Varianten (SNV oder indels) moglicherweise nicht erfasst werden. Daher
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sollte es nicht als alleinige Methode zur umfassenden genetischen Analyse verwendet werden
(88). Auch fiir die Interpretation der SVs sind weiterhin Sequenziertechnologien notwendig, mit
denen die exakten Bruchpunkte einer Variante ermittelt werden kénnen.

Beide Methoden, WGOM und LRS, sind zur Detektion komplexer SVs geeignet, wobei mittels
WGOM insbesondere groftiraumige Umlagerungen detektiert werden kénnen und durch LRS
eine direkte Sequenzanalyse méglich ist. Fir eine prazise und umfassende Identifikation tu-
morpradisponierender SVs kann daher eine Kombination beider Methoden, ggf. mit Pangenom
T2T-Analysen hilfreich und nach Optimierung von Artefakten und Kosten auch in gréfkerem
Ausmal moglich sein (266).

Zukunftige Technologien kdnnen genutzt werden, um z. B. die RASA4- und RASA4B-Genloki
sowie die Auswirkung der Deletion der Gene auf die Proteinexpression zu evaluieren.
Molekulare Mechanismen und Omics-Ansatze konnen helfen, den Einfluss von SVs z. B. auf
Signalwege zu verstehen. Mit Hilfe von in vivo Modellen kdnnen die biologischen Folgen der
SVs untersucht werden. Damit kann eine Einstufung der SV als pathogen, wahrscheinlich
pathogen, VUS, wahrscheinlich benigne oder benigne gelingen, das Grundverstandnis der
Ursache von Krebserkrankungen im Kindesalter erweitert und langfristig zu einer Optimierung
von Diagnostik und Therapie beitragen werden.

Dieses Projekt zeigt die Relevanz der Betrachtung von SVs hinsichtlich einer moglichen Krebs-
pradisposition und dass WGOM zur Detektion potentiell tumorpradisponierender Keimbahn-
varianten bei Kindern geeignet ist.

Das Untersuchungsspektrum pradisponierender genetischer Keimbahnvarianten wird durch
diese Arbeit um strukturelle Varianten erweitert. Sie leistet einen Beitrag zum Verstandnis der
genetischen Grundlage von Krebserkrankungen im Kindesalter, was Relevanz fur die zukunf-

tige Diagnostik und Therapie hat.
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Anhang

Tabelle 38 Auf ein KPS hinweisende Kriterien der Patient*innen
Kriterium 1—positive Familienanamnese in Bezug auf Krebserkrankungen
Kriterium 2—fur ein KPS typische Tumordiagnose

Kriterium 3—Kind mit 22 Tumorerkrankungen

Kriterium 4—kongenitale/klinische Anomalien

Kriterium 5—exzessive Toxizitat im Rahmen der Therapie

Kriterien
ID Details zu den erflllten Kriterien
1 2 3 4 5
P1 - X - X - ATRT, Entwicklungsverzégerung, Ful3fehlbildung

Medulloblastom und Adenokarzinom, T-Zell-Defekt,

P2 - X X" aitoimmunhamolytische Andmie, autoimmune Thrombozytopenie

P3 - X - X - HCC, kardiale Anomalien

Gliom, Kryptorchismus, Endokrinopathien, kongenitale Malformatio-

P4 - X - X = Lender Hirnentwicklung
P5 - - - X - Hypospadie
o6 _ . .y  Psychomotorische Entwicklungsverzégerung, faziale Dysmorphien,

Hypertelorismus, unter Therapie Mukositis, Neurotoxizitat

P7 - - - X - milde Entwicklungsverzégerung, Mikrozephalie

P8 - - - - milde Entwicklungsverzégerung, Wachstumsstérung
P9 X - - - -
an Krebs erkrankte Schwester
PIO x - - - -
P11 - - - x - milde Entwicklungsverzégerung, Hochwuchs
P12 - x - x - Optikusgliom, Café-au-lait-Flecken
P13 - - - x - Daumenfehlbildung
P14 - x x - - Medulloblastom (SHH-aktiviert) und Astrozytom

P15 X - - - - an ALL erkrankter Halbbruder

Osophaguskarzinom des Vaters, Kopf-Hals-Tumor des GroRvaters

P16 X - - - - AL )

vaterlicherseits

Malignes Melanom der Mutter, kolorektales Karzinom des Grol3va-
P17 X - - X - .. . . . . -

ters mutterlicherseits, psychomotorische Entwicklungsverzdgerung
P18 X - ) ) ) konsanguine Eltern, hamatologische maligne Erkrankung der Grof3-

mutter mitterlicherseits

P19 - - - x - Thrombozytopenie in der jungen Kindheit

multiple Tumorerkrankungen in der Familie vaterlicherseits: Pankre-
askarzinom des GrofRvaters, Zungenkarzinom der GroBmutter, Leu-

P20 x - - - - \&mien des Cousins und dessen Tochter, Onkel mit unbekannter
Krebserkrankung

P21 - - - x - rezidivierende Bronchitiden, Kryptorchismus, Daumenfehlbildung

P22 - x - - - Medulloblastom (SHH-aktiviert)

P23 x - - - - NHL der Mutter, Bronchialkarzinom des GroRvaters vaterlicherseits

P24 - x - x - Myelosarkom, Autismus

P25 ) ) ) X X Mikrozephalie, Adipositas, endokrinologische Stérungen, Daumen-
fehlbildungen, bei Therapie schwere Infektionen und Neuropathien
Zervix-Karzinom der Mutter, Magenkarzinom des GroRvaters mit-
terlicherseits, Lymphom der Grof3mutter vaterlicherseits,

P26 x - - x x psychomotorische Entwicklungsverzégerung, Nystagmus, Epilep-
sie, kardiale Anomalien, unter Therapie schwere Infektionen, Neu-
rotoxizitat

P27 - x - - - BPDCN

P28 - x x - - MDSund Astrozytom

P29 x - - - - konsanguine Eltern
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Tabelle 39 Qualitatskriterien und Referenzbereiche

Die Markierungsdichte beschreibt, wie viele spezifische Fluoreszenzmarkierungen pro 1 kbp vorhanden
sind. Eine optimale Markierungsdichte bedingt das Gleichgewicht zwischen ausreichender Informati-
onsdichte und guter Erkennbarkeit der einzelnen Markierungen. Die effektive Abdeckung zur Referenz
entspricht den Molekilen, die zur Referenz aligniert wurden. Die positive Markierungsvarianz steigt,
wenn eine Markierung an einer Position detektiert wird, an der sie laut Referenz nicht zu erwarten ist.
Sie gibt die Abweichung der tatsachlichen von den zu erwartenden Positionen der Markierungen an.
Eine hohe positive Markierungsvarianz kann zu Reduktion der Genauigkeit der WGOM und der Identi-
fikation von SVs flihren. Im Umkehrschluss beschreibt die negative Markierungsvarianz das Fehlen von
laut Referenz erwarteten Markierungen an bestimmten Positionen. Auch eine hohe negative Markie-
rungsvarianz kann zur Ungenauigkeit oder Unzuverlassigkeit der Kartierung fiihren. Die genutzten Re-
ferenzwerte wurden in 2.2.1.5 vorgestellt. Die Kriterien sind elementar zur Beurteilung der Prazision der
WGOM. Fur optimale Analysen sollten eine ausreichende Markierungsdichte sowie eine geringe Mar-
kierungsvarianz gegeben sein.

Qualitatskriterium Referenzbereich Erklarung

N50 (220 kbp) >150 kbp N50 der Molekdle 220 kbp

N50 (=150 kbp) >230 kbp N50 der Molekiile 2150 kbp

Kartierungsrate >70% Prozentsatz der Molekile >150 kbp, die zur

Referenz kartiert werden konnten
mittlere Anzahl von Markierungen pro

mittlere Markierungsdichte 14-17/100 kbp

(2150 kbp) 100 kbp fiir Molekiile (150 kbp
. Gesamtmenge alignierter DNA/
eRffektlve Abdeckung zur >80 GroRe des Referenzgenoms * Kartierungs-
eferenz rate

Prozentsatz der in der Referenz fehlenden
Markierungen
Prozentsatz der fehlenden Referenzmarkie-
negative Markierungsvarianz  6—15% rungen in

Molekilen

positive Markierungsvarianz ~ 3—-10%
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Tabelle 40 Qualitatsdaten der WGOM-Ergebnisse der Patient*innen

N50—Molekillange, bei der mindestens 50% der gesamten erfassten Basenmenge in Molekilen dieser
Lange oder langer vorliegt, Markierungsdichte—Anzahl der spezifischen Fluoreszenzmarkierungen pro
100 kbp, Effektive Abdeckung zur Referenz—Anteil der Molekiile, die zur Referenz aligniert wurden
positive Markierungsvarianz—Abweichung der tatsachlichen von den zu erwartenden Positionen der
Markierungen, negative Markierungsvarianz—Abweichung von laut Referenz erwarteten Markierungen
von tatsachlichen Markierungen

ID Z‘(i%) ?//lf 6g'igjpr;98d'0hte 2fg?jl((atcl:vking zur K/I(;S_rllili\:e?t.mgs- nMeag_rﬁ;[:avrings-
Referenz varianz in % varianz in %

P1 210,1 15,9 113,1 3,1 10,1
P2 289,8 16,3 127,0 4,9 9,1
P3 280,6 14,6 84,0 2,7 12,2
P4 266,7 16,7 115,4 52 9,2
P5 275,5 15,6 91,6 3,1 12,0
P6 266,7 15,8 111,2 2,5 21,0
P7 2147 15,9 104,1 2,9 10,7
P8 315,3 15,5 107,5 3,4 10,1
P9 245,9 16,6 112,4 53 9,3
P10 2131 16,5 115,8 5,8 9,4
P11 290,9 15,0 82,1 3,0 15,3
P12 355,8 16,0 118,2 3,9 11,5
P13 301,2 15,4 71,4 3,7 10,0
P14 228,2 16,6 123,2 4,7 8,3
P15 243,2 16,5 109,6 4,9 9,3
P16 269,1 16,5 126,5 3,5 9,2
P17 340,2 17,6 711 3,7 10,2
P18 2740 16,2 133,6 3,6 9,6
P19 300,6 16,1 102,0 3,5 9,6
P20 229,3 16,9 67,7 4,5 10,2
P21 258,1 16,2 112,7 3,9 8,9
P22 347,3 16,3 109,2 6,4 8,7
P23 379,6 15,5 111,7 3,9 16,2
P24 305,8 16,4 129,6 6,6 9,8
P25 279,2 16,4 110,1 4.7 9,2
P26 327,0 16,7 97,9 2,6 15,2
P27 2957 16,4 123,8 4.5 9,1
P28 243,0 15,0 83,4 51 12,7
P29 2847 15,2 99,4 43 11,0
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Tabelle 41 Qualitatsdaten der WGOM-Ergebnisse der Miitter der Patient*innen
N50—Molekillange, bei der mindestens 50% der gesamten erfassten Basenmenge in Molekiilen dieser
Lange oder langer vorliegt, Markierungsdichte—Anzahl der spezifischen Fluoreszenzmarkierungen pro
100 kbp, Effektive Abdeckung zur Referenz—Anteil der Molekiile, die zur Referenz aligniert wurden
positive Markierungsvarianz—Abweichung der tatsdchlichen von den zu erwartenden Positionen der
Markierungen, negative Markierungsvarianz—Abweichung von laut Referenz erwarteten Markierungen
von tatsachlichen Markierungen

ID Z‘(?)%) ?//lf (;Ialigpr;gsdlchte iftzzlgcl:\ll(ing zur K/Ioas_rllili\(le?gngs— R/Izg_ri;[g'ings—
Referenz varianz in % varianz in %
P1 - - - - -
P2 - - - - -
P3 258,8 154 83,9 2,7 11,0
P4 - - - - -
P5 288,4 159 78,0 4,6 15,9
P6 3749 16,6 87,9 3,0 8,3
P7 - - - - -
P8 3439 12,2 771 29 20,5
P9 - - - - -
P10 - - - - -
P11 - - - - -
P12 2779 15,8 100,9 4,3 10,6
P13 310,3 15,7 100,1 3,0 13,2
P14 2654 164 125,8 4,3 8,6
P15 228,3 16,5 104,4 4,8 8,8
P16 279,5 165,9 124,3 4.1 8,5
P17 317,5 16,1 90,9 3,3 8,9
P18 2722 16,2 1247 3,8 9,4
P19 3121 161,0 120,4 4.1 9,1
P20 2353 164 112,2 4.4 9,6
P21 - - - - -
P22 328,8 164 106,7 57 8,3
P23 344,77 164 131,2 4,6 10,3
P24 299,2 159 113,9 42 10,5
P25 340,2 16,2 120,7 4,3 9,1
P26 - - - - -
P27 3094 16,3 1241 4.4 8,8
P28 262,4 15,2 118,3 4,6 10,7
P29 - - - - -
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Tabelle 42 Qualitatsdaten der WGOM-Ergebnisse der Vater der Patient*innen
N50—Molekillange, bei der mindestens 50% der gesamten erfassten Basenmenge in Molekilen dieser
Lange oder langer vorliegt, Markierungsdichte—Anzahl der spezifischen Fluoreszenzmarkierungen pro
100 kbp, Effektive Abdeckung zur Referenz—Anteil der Molekiile, die zur Referenz aligniert wurden
positive Markierungsvarianz—Abweichung der tatsachlichen von den zu erwartenden Positionen der
Markierungen, negative Markierungsvarianz—Abweichung von laut Referenz erwarteten Markierungen
von tatsachlichen Markierungen

. . effektive ositive negative

ID E\Ili)?)) I(\//lf 6I6|(le(rgjpn)gsd|chte Abdeckung zur IF\)/Ia_rkierL_mgs- Ma?'kiergngs-
Referenz varianz in % varianz in %

P1 - - - - -
P2 - - - - -
P3 346,1 16,2 77,2 3,0 11,3
P4 - - - - -
P5 336,6 15,9 82,0 4,2 13,5
P6 - - - - -
P7 - - - - -
P8 429,3 16,1 127,6 2,2 9,2
P9 - - - - -
P10 - - - - -
P11 319,6 15,8 90,3 3,0 11,4
P12 285,9 16,3 116,1 3,2 10,0
P13 278,4 15,1 129,0 57 11,8
P14 297,6 16,2 120,8 4.8 10,1
P15 - - - - -
P16 272,0 162,5 122,8 3,6 9,4
P17 385,8 16,7 56,3 2,3 13,1
P18 262,0 16,2 127,1 3,8 9,4
P19 358,3 160,5 116,9 3,6 8,6
P20 240,5 11,9 61,0 1,8 31,3
P21 200,6 16,3 81,3 4,2 8,4
P22 384,9 16,8 119,1 51 8,9
P23 335,9 16,5 117,3 4,6 8,9
P24 236,6 15,8 104,5 3,0 10,7
P25 306,6 16,2 123,9 4,1 9,5
P26 - - - - -
P27 - - - - -
P28 267,9 15,5 117,6 4,5 10,6
P29 293,9 14,8 87,9 7,8 11,8
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Tabelle 43 Anzahl der detektierten SVs vor bzw. nach manueller Uberpriifung sowie An-
zahl der SVs nach Typen

SV-Anzahl SV-Anzahl

ID \rfgnueller nmaacnhueller Deletionen Insertionen E:p“katlon- Inversionen
Uberprifung  Uberprifung
gesamt 1861 1534 930 543 59 2
P1 71 64 43 20 1 0
P2 51 40 22 18 0 0
P3 39 25 14 10 1 0
P4 55 45 27 17 1 0
P5 48 38 24 14 0 0
P6 62 49 31 14 4 0
P7 54 44 31 9 4 0
P8 83 59 36 21 2 0
P9 55 49 29 20 0 0
P10 41 34 20 12 2 0
P11 46 37 22 13 2 0
P12 169 150 94 53 3 0
P13 60 50 28 19 3 0
P14 54 41 30 10 1 0
P15 48 44 21 19 4 0
P16 79 62 37 22 2 1
P17 58 51 32 18 1 0
P18 51 44 24 19 1 0
P19 64 61 38 23 0 0
P20 61 43 22 17 4 0
P21 52 39 19 18 2 0
P22 92 67 47 20 0 0
P23 70 59 40 17 2 0
P24 70 65 34 27 4 0
P25 58 49 30 16 3 0
P26 94 76 46 29 1 0
P27 55 48 25 16 6 1
P28 62 49 29 17 3 0
P29 59 52 35 15 2 0
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Tabelle 44 Zygotie der detektierten SVs

SVs unbekannter

ID heterozygote SVs homozygote SVs hemizygote SVs Zygotie

N
(&)
w
[o¢]

gesamt 1389 62

P1 58 3 2 1
P2 39 1 0 0
P3 23 1 0 1
P4 39 3 2 1
P5 36 1 0 1
P6 38 5 1 5
P7 38 4 1 4
P8 53 4 0 2
P9 47 0 2 0
P10 31 0 2 3
P11 33 1 1 2
P12 147 0 0 3
P13 44 0 3 3
P14 39 0 1 1
P15 39 0 0 5
P16 50 3 7 2
P17 48 0 2 1
P18 42 0 1 1
P19 53 2 1 0
P20 37 0 2 4
P21 34 2 1 2
P22 63 4 0 0
P23 56 0 1 2
P24 60 0 1 4
P25 42 2 2 3
P26 66 6 3 1
P27 41 2 0 5
P28 44 1 1 3
P29 49 0 1 2
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Tabelle 45 Lokalisation der SVs

ID potentiell exonische SVs intronische SVs intergenische SVs
gesamt 832 303 399
P1 39 8 17
P2 24 6 10
P3 10 6 9
P4 25 8 12
P5 15 11 12
P6 26 9 14
P7 23 9 12
P8 38 9 12
P9 22 14 13
P10 22 5 8
P11 16 8 13
P12 85 28 37
P13 24 10 16
P14 20 9 12
P15 24 5 15
P16 33 14 14
P17 28 10 13
P18 26 12 6
P19 30 19 12
P20 20 8 15
P21 22 6 11
P22 39 10 18
P23 29 14 16
P24 38 11 16
P25 29 6 14
P26 44 17 15
P27 30 6 12
P28 19 15 15
P29 32 10 10
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