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1. Einleitung
Seitdem ich in der Kinderonkologie zu arbeiten begonnen habe, beschaftigen mich die

Fragen: Wieso entwickeln junge Kinder Krebserkrankungen? Wie kann es sein, dass
kindliche Zellen, die noch keinen aul3eren Mutagenen (z. B. Rauch) ausgesetzt waren,
komplexe Mutationen in ihrem Genom entwickeln?

Mein wissenschaftliches Interesse besteht also darin, Mechanismen der
Mutationsentstehung in Kindern mit Tumoren besser zu verstehen, um auf Basis
dieses Wissens neue Therapien und Diagnostiken entwickeln zu kdnnen. Aufgrund der
im letzten Jahrzehnt entwickelten Ultra-Hochdurchsatz-Sequenziermethoden ist es
nun maoglich, diesen Fragen in Teilen nachzugehen. AuRferdem wird die Ultra-
Hochdurchsatz-Sequenzierung von DNA und RNA zunehmend zum Standard der
klinischen Diagnostik von Patienten, die an malignen Tumoren leiden. Soweit ich
erkennen kann werden die aus solchen Untersuchungen gewonnenen Erkenntnisse
die Grundlage fur die Entwicklung neuer Therapien und Diagnostik von Tumoren im
Kindesalter bilden. Die genetischen Ursachen fur Tumorerkrankungen in Kindern zu
verstehen ist das Ziel meiner Arbeit, die in dieser Habilitationsschrift zusammengefasst

werden soll.

1.1. Ursachen fir die Entstehung embryonaler Tumore im Kindesalter
Der nachfolgende Text basiert zu Grofteilen auf einer freien Ubersetzung einer von

Dr. Alex Kentsis und mir publizierten Ubersichtsarbeit(7). ,Krebserkrankung ist die
haufigste erkrankungsbedingte Todesursache von Kindern im Alter unter 15 Jahren(2).
Tumore des Kindesalters sind sehr heterogen und kdnnen ihren Ursprung in vielen
verschiedenen Organen haben. Sie werden zurzeit klinisch anhand ihres
Ursprungsgewebes, des Zelltyps und des Differenzierungsgrades der Zellen
klassifiziert. Mehr und mehr etabliert sich jedoch die Klassifizierung anhand
molekularer Unterschiede, beispielsweise Genmutationen. Trotz in den letzten
Jahrzehnten erfolgter groRer Fortschritte in unserem Verstandnis der molekularen
Pathogenese von Tumoren im Kindesalter, ist unser Wissen um ihre
Entstehungsursachen immer noch nicht ausreichend, um dieses Wissen effektiv fur
eine bessere Therapieentwicklung anzuwenden. Umweltfaktoren, zum Beispiel
Infektionen wahrend der Schwangerschaft oder wahrend der fruhen kindlichen
Entwicklung, wurden als mdgliche Ursachen fur die Tumorentstehung untersucht, aber
in den meisten Fallen ist deren Assoziation mit der Tumorentwicklung nur sehr

schwach, statistisch kaum signifikant und biologisch daher nicht sehr plausibel(3). Um



die Pathogenese der Tumore im Kindesalter besser zu untersuchen, wurden in den
letzten Jahren viele Studien durchgefuhrt, die die genetischen Mutationen in Tumoren
beschreiben, indem Tumore sequenziert und deren Sequenzen verglichen wurden mit
den Sequenzen normalen Gewebes(4). Ziel ist es, auf Basis neuer Erkenntnisse Uber
die einzelnen Genmutationen Therapien zu entwickeln, die spezifisch
mutationstragende Zellen angreifen und gesunde Zellen, die diese Mutationen nicht
tragen, aussparen. Dieser Ansatz soll die Entwicklung besser vertraglicher Therapien
ermoglichen. In den letzten Jahren wurde dieser Ansatz mit dem Terminus der
personalisierten Therapie als wichtiges Forschungsziel der nachsten Jahre
definiert(5). Leider haben bisherige Hoch-Durchsatz-Genomsequenzierungsstudien
einen erheblichen Unterschied in der Anzahl an Mutationen zwischen Tumoren des
Erwachsenen- und des Kindesalters festgestellt. Insbesondere Tumore im sehr jungen
Kindesalter scheinen nur sehr wenige tumor-spezifische Mutationen in Genen zu
tragen(6, 7). Dies fuhrt dazu, dass in vielen Fallen keine molekulare Ursache fur die
Tumorentstehung gefunden werden kann und somit haufig unklar ist, wie ein solcher
Tumor am besten behandelt werden soll. Trotz der sehr geringen Anzahl an
Genmutationen haben neuere Genomsequenzierungsstudien gezeigt, dass Tumore
des Kindesalters relativ viele komplexe genomische Aberrationen aufweisen. Zum
Beispiel lassen sich Chromosomenveranderungen wie Chromotripsis, Double-Minute
Chromosomen etc. finden, die vor allem den nicht-kodierenden Bereich des Genoms
betreffen(8-13). Da diese Veranderungen keine Gene direkt verandern, ist es bisher
schwierig aufgrund dieser Veranderungen RUckschlisse auf die molekularen
Mechanismen zu ziehen, die diese Tumore antreibt. Aulerdem bleibt weitgehend
unklar, wie diese komplexen Veranderungen in so einem jungen Lebensalter
entstehen. Denn im Vergleich zu Tumoren des Erwachsenenalters haben Tumore des
Kindesalters nur selten somatische Mutationen wichtiger Tumorsuppressorgene, die
eine genomische Instabilitat fordern wirden, zum Beispiel TP53(74). In ca. 10% der
Kinder mit Krebserkrankungen bestehen Tumorpradispositionssyndrome (z. B. das Li-
Fraumeni-Syndrom), in denen solche Tumorsuppressorgene mutiert sind und
genetisch von den Eltern vererbt wurden(75-17). Auch wenn solche angeborenen
Syndrome die Entstehung eines kleinen Teils der Tumore erklaren kénnten und einige
Studien darauf hinweisen, dass Defekte in Genen, die flr Faktoren der DNA-Reparatur

kodieren, zur genomischen Instabilitdt beitragen koénnten(76), ist die



Entstehungsursache solch komplexer Aberrationen fur die Mehrheit der Tumore im

Kindesalter noch weitestgehend unbekannt.”: Freie Ubersetzung durch den Autor.

1.2. Aktive Humane Transposasen

Der nachfolgende Text basiert zu GroRteilen auf einer freien Ubersetzung einer von
Dr. Alex Kentsis und mir publizierten Ubersichtsarbeit(7). ,Das Genom besteht
grofldtenteils aus vormals mobilen genetischen Elementen, die im Rahmen der
Evolution in das Genom eingefugt wurden. Ein Grofdteil dieser ehemals mobilen
Elemente besteht aus Sequenzen, die Transposon-Elementen ahneln. Solche
Sequenzen kann man in fast allen Lebewesen finden; sie machen ca. die Halfte des
humanen Genoms aus(75, 18, 19). Man unterteilt Transposons in RNA-basierte ,copy-
and-paste“-Transposons, die Retroviren ahneln(20), und DNA-basierte ,cut-and-
paste“-Transposons(75, 27). DNA-Transposons sind Substrate DNA-abhangiger
Nukleasen, die man DNA-Transposasen bzw. -Rekombinasen nennt. DNA-
Transposasen benutzen meist eine RNase-H-ahnliche Proteindomane, die die
Hydrolyse der DNA katalysiert, welche fur den Transpositionsprozess notwendig
ist(22-24). Die Mehrheit der humanen Gene, die von Transposasen abstammen, sind
katalytisch inaktiv, und die meisten Transposons sind im Laufe der Evolution ebenfalls
immobil geworden. Doch einige wenige Transposasen und Transposons sind aktiv
geblieben und stellen daher eine potentielle Gefahr fur die Stabilitat des humanen
Genoms dar(27).

Wieso enthalt das Genom vieler Lebewesen heute noch aktive Transposasen
bzw. Transposons? Einige der Elemente sind so domestiziert worden, dass sie heute
physiologische Funktionen Ubernehmen. In der Drosophila melanogaster Fliege
beispielsweise wurden die Telomer-Retroelemente HeT-A, TART und TAHRE als
erste aktive RNA-Transposon-Elemente, bei denen eine physiologische Aktivitat
beobachtet wurde, entdeckt(25). Auch im Menschen zeigen die humane Telomerase
(TERT) und die Retrotransposon-Reverse-Transkriptase eine Menge struktureller und
mechanistischer Gemeinsamkeiten auf und stammen daher mit hoher
Wahrscheinlichkeit beide von der gleichen Ursprungssequenz ab(25-27). Wie
Retrotransposons benutzt die humane Telomerase RNA als Vorlage, um DNA an
Telomerenden zu synthetisieren und die chromosomale Stabilitat des Genoms zu
gewabhrleisten. Dies verhindert die Aktivierung aberranter DNA-Reparatur an

Telomeren, welche zu einer Fusion von Telomeren und dadurch zu einer mitotischen



Missegregation fuhren wirde(28). Ein Transposon ist also heute in der Lage, die
genomische Stabilitdat nicht nur nicht zu gefahrden, sondern sogar zur Stabilitat
beizutragen. Nichtsdestotrotz hangen viele Tumore des Kindesalters von einer
Uberexpression von Telomerase ab, um ihre Telomere intakt zu halten und somit die
Tumorzellen zu immortalisieren. Eine Uberexpression von Telomerase wird haufig
durch Mutationen und komplexe genomische Aberrationen in der Nahe des TERT-
Gens gewabhrleistet(29). Es ist nicht bekannt, ob die onkogene Telomeraseaktivitat nur
an Telomeren wirkt oder ggf. auch an anderen genomischen Lokalisationen eine
Aktivitat haben konnte(28). Zusammenfassend ist Telomerase ein Beispiel fur eine
domestizierte Retrotransposase, die in Tumoren des Kindesalters haufig aktiv ist.
Auch andere Retrotransposons kdnnen im Menschen aktiv sein. Zum Beispiel
ist das Long-Interspersed-Element-1(LINE-1)-Transposon haufig in neuronalen
Vorlauferzellen sowie in  manchen Tumoren aktiv(30-33). Die erste
krankheitsverursachende Transposition, die jemals entdeckt wurde, war eine de novo
Insertion eines LINE-1-Elementes in das F8-Gen, welches zur Hamophilie fuhrt(34). In
Tumoren scheinen die meisten Retrotranspositionsereignisse genetisch neutral zu
sein, aber einige wenige Ereignisse sind klonal in Tumoren zu finden und fihren zur
Inaktivierung bekannter Tumorsupressorgene(35, 36). Es ist also anzunehmen, dass
auch LINE-1-Retroelemente zur Entstehung von Tumoren beitragen kdnnen.
Abgesehen von Retrotransposons beinhaltet das humane Genom uber 20
Gene, die Ahnlichkeiten mit DNA-Transposasen aufweisen. Manche dieser Gene
scheinen fur aktive Rekombinasen zu kodieren(715). Das bekannteste Beispiel fur eine
solche Rekombinase ist die RAG1/2-Rekombinase, die einer sog. Transib-DNA-
Transposase ahnelt. Im Menschen fuhrt RAG1/2 die Rekombination von V(D)J-
Rezeptor-Genen an variablen Immunglobulin und T-Zell-Rezeptor-Loki durch(37, 38).
Die RAG1-Endonuklease und ihr Kofaktor RAG2 erkennen V(D)J-Regionen, indem sie
spezifische Sequenzen, sog. Recombination-Signal-Sequences (RSS), binden und
schneiden(39). Dieser Prozess flhrt zur somatischen genetischen Diversifikation der
V(D)J-Loki, welches die Entwicklung eines Repertoires an Lymphozyten ermoglicht,
das eine Unmenge an Antigenen erkennen kann(40). Die RAG1/2-Rekombinase hat
also einige ihrer Transposaseaktivitaten beibehalten und sich evolutionar so
entwickelt, dass sie in Lymphozyten wichtige physiologische Aufgaben in der

Rezeptordiversifikation GUbernommen hat.



Eine andere DNA-Transposase, die einige ihrer ursprunglichen Aktivitaten
behalten hat, ist SETMAR/METNASE(41, 42). Diese Transposase stammt von der
Klasse der Marinertransposasen ab und kann Einzelstrang-DNA resezieren, welches
vor allem bei der DNA-Reparatur von Bedeutung ist. In biochemischen In-vitro-
Ansatzen aulderhalb der Zelle kann SETMAR sogar die volle Transpositionsreaktion
durchfuhren(41, 42). Die SETMAR-Rekombinase hat also einige Eigenschaften der
Hsmar1-Mariner-Transposase behalten und hat wahrend der Evolution neue
Eigenschaften dazugewonnen, die fur die physiologischen Funktionen der Zelle
wichtig sind(42). Interessanterweise scheint SETMAR bei der
Chromosomendekatenation und der DNA-Replikation wichtig zu sein und unterstutzt
so die chromosomale Stabilitat der Zelle, eine Eigenschaft, die im starken Kontrast zur
chromosomalen Instabilitat steht, die normalerweise mit Transposasen in Verbindung
gebracht wird(42). Zusatzlich zu RAG1/2 und SETMAR wurde vor einigen Jahren
gezeigt, dass auch das humane Protein THAP9 DNA-Transposition in humanen Zellen
durchfihren kann(43). THAP9 ist mit der P-Element-Transposase in Drosophila
melanogaster verwandt und kann Drosophila-melanogaster-P-Elemente in humane
Zellen integrieren. Die physiologischen oder ggf. pathologischen Funktionen von
THAP9 sind bisher noch nicht bekannt.

Das humane Genom enthalt zudem funf Gene, die von sog. PiggyBac-DNA-
Transposasen abstammen, sog. PiggyBac-Transposable-Element-Derived-Protein-1-
5-Gene (PGBD1-5)(44, 45). PGBD1 und PGBD?2 sind scheinbar zur gleichen Zeit in
einen unserer evolutionaren Saugetiervorfahren eingewandert, wohingegen PGBD3
und PGBD4 nur in Primaten zu finden sind. PGBD1-4 existieren jeweils als einzelnes
Exon in unserem Genom und liegen zu einem anderen Gen fusioniert vor(718). Eines
der PGBD-derivierten Transposase-Fusionsgene ist das Cockayne-Syndrome-B-Gen
(CSB)-PGBD3(45). CSB-PGBD3 kann humane PiggyBac-ahnliche
Transposonsequenzen in unserem Genom binden, scheint aber keine katalytische
Aktivitat mehr zu besitzen. Manche Studien zeigen, dass CSB-PGBD3 ahnlich zu
SETMAR bei der DNA-Reparatur eine Rolle spielt(46, 47). Auch dieses Beispiel zeigt,
dass Transposons haufig keine genomische Instabilitdt mehr férdern, sondern in ihren
physiologischen Eigenschaften sogar dieser entgegenwirken.

PGBDS5 ist im Vergleich zu PGBD 1-4 sehr unterschiedlich. Das Gen ist sehr viel
friher in der Evolution in unser Genom eingewandert, namlich ca. vor 500 Millionen

Jahren(45, 48). Aulierdem ist die Expression von PGBD5 sehr gewebsspezifisch und



wird nur wahrend der Embryogenese und in Geweben neuroektodermalen Ursprungs
sowie Tumoren dieses Ursprungs exprimiert, wohingegen die anderen Gene sehr viel
ubiquitarer exprimiert werden(48-50).“: Freie Ubersetzung durch den Autor. In dieser
Habilitationsschrift werde ich darlegen, wie wir vor kurzem herausgefunden haben,
dass PGBDS5 eine aktive Transposase ist(49) und eine wichtige Rolle bei der
Tumorgenese zu spielen scheint. Welche physiologischen Funktionen PGBD5 hat, ist
bisher unklar. Zusammenfassend gibt es bei Menschen Transposons und
Transposasen/Rekombinasen, die weiterhin aktiv sind und zur genomischen

Stabilitat/Instabilitat beitragen kénnen.

1.3. Rekombinase-induzierte onkogene genomische Aberrationen in Leukamien
Der nachfolgende Text basiert zu Grofteilen auf eine von Dr. Alex Kentsis und mir
publizierten Ubersichtsarbeit(7). ,1946 hat Barbara McClintock zum ersten Mal die
Vermutung geaulert, dass Transposons zur Entstehung chromosomaler Briiche und
somit zur genomischen Instabilitdt einer Zelle beitragen konnen(57-54). Diese
Vermutung wurde spater durch Daten in Pflanzen unterstutzt, die zeigten, dass
Transposons dort zur Entstehung chromosomaler Aberrationen, zum Beispiel
Translokationen, Inversionen, Deletionen, Duplikationen und chromosomalen
Fragmentationen, fihren kdnnen(55). Die ersten Hinweise, dass Transposasen zur
Entstehung chromosomaler Aberrationen in Menschen beitragen kénnen, wurden in
Akuten-Lymphoblastischen-Leukdmien (ALL) gefunden. Ahnlich wie in anderen
Tumoren des Kindesalters wird die ALL durch rekurrente chromosomale
Translokationen und Deletionen getrieben, die zum Teil schon wahrend der fetalen
Entwicklung in Lymphozyten Vorlauferzellen entstehen(56-58). Da schon fruh
beobachtet wurde, dass RAG1/2 in Lymphozyten statt an V(D)J-Stellen an alternativen
Lokalisationen binden und dort zu einer Rekombination fihren kann(589, 60), wurde
schon friuh die Hypothese aufgestellt, dass RAG1/2 vielleicht zur Entstehung
genomischer Aberrationen in ALL beitragen konnte. In der Tat wurden an manchen
genomischen Veranderungen in ALL-Zellen V(D)J-Rekombinations-Signal-
Sequenzen (RSS) gefunden(67). Die Hypothese wurde auferdem durch die
Beobachtung gestltzt, dass an Bruchpunkten chromosomaler Aberrationen der ETV6-
RUNX71-Translokation auch RSS-Sequenzen Uberproportional haufig zu finden
sind(62). Interessanterweise wird RAG1/2 in ETV6-RUNX1-getriebenen Leukamien

weiter hoch exprimiert und fihrt daher in den Leukamiezellen zur ununterbrochenen



V(D)J-Rekombination, welche sich in oligoklonalen V(D)J-Bruchpunkten in den
Leukamien aulert(63). Es scheint also, als sei die Aktivitat von RAG1/2 in den
Leukamiezellen nicht gut kontrolliert. Es ist noch nicht klar, ob die RAG1/2-Expression
ausreichend ist, um diese Aberrationen zu bilden und somit der einzige Grund fur
deren Entstehung ist. Nichtsdestotrotz ist es sehr wahrscheinlich, dass RAG1/2 eines
der ersten Beispiele einer humanen Rekombinase ist, die zu onkogenen Mutationen
in Krebserkrankungen des Kindesalters fuhren kann. Dies wird unter anderem dadurch
unterstitzt, dass RAG1/2 fur die Entstehung von Leukdmien zumindest zum Teil in
Mausmodellen notwendig ist (64). Diese Entdeckung kdnnte also zumindest teilweise
erklaren, wieso ALL in Kindern so gehauft vorkommt, obwohl diese Kinder duferen
Mutagenen nicht ausgesetzt waren. Denn die Zeit, in der RAG1/2 in Lymphozyten
Vorlauferzellen am meisten aktiv ist, ist in den ersten Lebensjahren. Ob dieses Prinzip
der Rekombinase-induzierten onkogenen Mutagenese auch in anderen Tumoren eine
Rolle spielt, war bis vor kurzem noch weitgehend unerforscht.“: Freie Ubersetzung

durch den Autor.

Tabelle 1. Humane Transposase dhnlicher Gene und deren Aktivitat (aus einem
Review Artikel adaptiert (7)).

Humanes In-vitro- In-vivo- Beitrag zu | Tumorentitat
Transposase | Transposase | Transposase | Mutatione
-Gen -Aktivitat -Aktivitat nin
Tumoren
RAG1/2 Ja Nein Ja Lymphatische
Krebserkrankunge
n (ALL, Lymphome
etc.)
PGBD5 Ja Ja Ja Embryonale
Tumore (z. B.
Rhabdoid Tumore)
THAP9 Ja Ja Unbekannt | Nicht zutreffend
SETMAR Ja Nein Unbekannt | Nicht zutreffend
1.4. Ziele

Das Ziel der hier dargelegten Arbeit war es, herauszufinden, ob und wie Transposasen

zur Entstehung genomischer Veranderungen in Tumoren des Kindesalters beitragen.



Wie in der ALL des Kindesalters schon fur RAG1/2 gezeigt, war es naheliegend zu
vermuten, dass auch andere Transposasen im Menschen aktiv zur genomischen
Instabilitat von Tumoren beitragen konnten. Da PGBDS eine lange domestizierte
Transposase im Menschen darstellt, fokussierten wir unsere Analyse auf dieses Gen.
Unsere Hypothese zu Beginn dieser Studien war, dass PGBDS5 eine aktive DNA-
Rekombinase sei und diese Aktivitat zur Entstehung genomischer Veranderungen

beitragen kdnne.
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2. Eigene Arbeiten

21. Mutationsdynamik zwischen Primar- und Rezidivtumoren in
Neuroblastompatienten

Schramm A., Koster J., Assenov Y., Althoff K., Peifer M., Mahlow E., Odersky A.,
Beisser D., Ernst C., Henssen A.G., Stephan H., Schroder C., Heukamp L., Engesser
A., Kahlert Y., Theissen J., Hero B., Roels F., Altmdller J., Nirnberg P., Astrahantseff
K., Gloeckner C., De Preter K., Plass C., Lee S., Lode H.N., Henrich K.O., Gartlgruber
M., Speleman F., Schmezer P., Westermann F., Rahmann S., Fischer M., Eggert A.,
Schulte J.H.

Mutational dynamics between primary and relapse neuroblastomas.

Nat Genet. 2015 Aug;47(8):872-7. doi: 10.1038/ng.3349.

Bevor wir uns dem Thema der Rekombinase zuwandten, untersuchten wir zunachst
die Genmutationen in Tumoren des Kindesalters. Wir konzentrierten uns hierbei auf
das Neuroblastom. Denn das Neuroblastom ist ein Tumor, der sich aus
neuroektodermalen Vorlauferzellen entwickelt und schon im sehr frihen Kindesalter,
meist schon in den ersten zwei Lebensjahren, auftritt. Es ist der haufigste Tumor des
Kindesalters, und beim Rezidiv ist er haufig letal. Der nachfolgende Text entspricht in
GroRteilen einer freien Ubersetzung des Abstrakt der o.g. Arbeit(65). ,Um die
Ursachen der Neuroblastomentstehung und der Tumorevolution vom Primartumor
zum Rezidivtumor zu untersuchen, haben wir in dieser Studie Exom- und RNA-
Sequenzierung mit Array-CGH und DNA-Methylierungsanalysen kombiniert und 16
Paare von Neuroblastomen zum Zeitpunkt der Diagnose und des Rezidivs untersucht.
Wir fanden heraus, dass die Zahl der Mutationen ab der Diagnose bis zum Rezidiv
anstieg und vor allem neue Mutationssignaturen in den Rezidivtumoren zu finden
waren, die bei Diagnose nicht gefunden werden konnten. Dies lies zu vermuten, dass
der Prozess der Mutationsentstehung sich wahrend der Behandlung verandert haben
konnte und nicht mehr dem gleichen Prozess entsprach wie noch bei der Entstehung
des Primartumors. Aullerdem fanden wir, dass es beim Rezidiv zu einer reduzierten
Klonalitat des Tumors kam. War der Tumor bei Diagnose noch viel polyklonaler, waren
zum Zeitpunkt des Rezidivs nur weniger Klone vorhanden und diese nahmen einen
grolReren Anteil des Tumors ein. Die Allelfrequenz der Mutationen wurde hierzu
untersucht, und wir stellten fest, dass global die Allelfrequenz stark im Rezidiv zunahm,
was darauf hindeutet, dass diese Klone sich wahrend der Therapie durchsetzen

konnten und einen Uberlebensvorteil gegeniiber den anderen Klonen zu haben
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schienen. Wieso diese Klone einen Vorteil gegenuber den anderen Klonen hatten,
konnten wir nicht herausfinden. Die Promotermethylierung, ein Zeichen fir eine
epigenetische Markierung, anderte sich interessanterweise nicht im Verlauf der
Tumorerkrankung und war zwischen Diagnose und Rezidiv sehr stabil. Dies Iasst
ruckschlieen, dass der Zelltyp bzw. Differenzierungsgrad der Zellen sich im Rahmen
der Tumorevolution kaum veranderte. Wir fanden nur sehr wenige Genmutationen, die
fur das Rezidiv spezifisch waren. Dies lie® uns vermuten, dass nicht-kodierende
komplexe Mutationen gegebenenfalls eine grolRere Rolle bei der Tumorevolution
spielen konnten. Rekurrente Mutationen, die flr das Rezidiv spezifisch waren, wurden
im Tumorsuppressorgen CDH5 gefunden. Aul’erdem waren gehauft Chromosom-9p-
Verlust, DOCK8-Mutationen und inaktivierende Mutationen von PTPN14 im Falle der
Rezidive zu finden. Die inaktivierenden PTPN14-Mutationen waren mit einem rezidiv-
spezifischen Aktivitatsmuster im YAP-Signalweg assoziiert. AulRerdem wurden
rekurrente Mutationen im RAS-MAPK-Signalweg und damit assoziierte Mutationen in
Zell-Zell-Interaktionsfaktoren in 13 von 16 Rezidivtumoren gefunden.”. Freie
Ubersetzung durch den Autor. Diese Studie zeigte also zusammenfassend, dass
Neuroblastom-Tumore eine bedeutende Evolution wahrend der Therapie durchlaufen,
namlich eine, die auf einer Veranderung der genomischen DNA-Sequenz beruht. Es
zeigte sich aber auch, dass nur wenige Mutationen in Genen zu finden waren und dass
wahrscheinlich mehr Veranderungen im nichtkodierenden Bereich eine Rolle spielen
konnten. Wie Mutationen, die zu einer solchen genomischen Evolution flhren,
entstehen, war zum Zeitpunkt dieser Studie noch sehr unklar. Dies war einer der
Grunde fur mein weiteres Interesse an diesem Thema, welches ich in den darauf

folgenden Arbeiten weiter verfolgte.
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2.2. PGBDS5 ist eine aktive humane DNA-Rekombinase/-Transposase

Henssen A.G., Henaff E., Jiang E., Eisenberg A.R., Carson J.R., Villasante C.M., Ray
M., Still E., Burns M., Gandara J., Feschotte C., Mason C.E., Kentsis A.

Genomic DNA transposition induced by human PGBDS5.

Elife. 2015 Sep 25;4. pii: €10565. doi: 10.7554/eLife.10565.

Da wir im Neuroblastom-Rezidiv nur wenige Genmutationen finden konnten,
vermuteten wir, dass nicht-kodierende Mutationen eine Rolle bei der Entstehung von
Tumoren des Kindesalters spielen konnten. Da der grofite Teil des nicht-kodierenden
Genoms im Menschen aus Transposons besteht und die Mobilisation von DNA
Transposons und die Aktivitat von Transposasen zur genomischen Instabilitat in Zellen
beitragen kdnnen, haben wir uns die Frage gestellt, welche Transposasen im
Menschen noch aktiv sein und ob diese aktiven Transposasen zur genomischen
Instabilitdt in padiatrischen Tumoren beitragen konnten. In der nachstehenden
Publikation beschreiben wir, dass das Protein, welches durch das humane PGBD5-
Gen kodiert wird, in menschlichen Zellen weiterhin Transposons mobilisieren kann.
Diese Aktivitat hangt von bestimmten Aminosauren ab, die fur die katalytische Aktivitat
von Bedeutung sind. Die Transposase PGBDS5 erkennt sehr spezifisch terminale
Sequenzen an den Enden von Transposons, sog. Terminal Repeats, welche den
kanonischen PiggyBac-Transposons ahneln. Die DNA-Transposition synthetischer
Transposon-Substrate kann durch PGBDS5 genomweit erfolgen und hat deutliche
Praferenzen fur TTAA-Sequenzen im menschlichen Genom. Ob die katalytische
Aktivitat von PGBD5 auch im physiologischen oder pathologischen Kontext, z. B. bei
der Tumorentwicklung, eine Rolle spielt, ist aufgrund der hier dargestellten Ergebnisse
noch nicht klar gewesen. Doch da flr andere Transposase-ahnliche Rekombinasen
wie RAG1/2 bereits eine Rolle in der Entstehung genomischer Veranderungen in
Leukamien offenbart wurde, lie® sich erahnen, dass auch PGBD5 solch tumorigene

Aktivitaten haben konnte.

20



https://doi.org/10.7554/eLife.10565.001

21



22



23



24



25



26



27



28



29



30



31



32



33



34



35



36



37



38



39



40



2.3. Ein genetischer Screen fiihrt zur Entdeckung Rekombinase-induzierter
genomischer Aberrationen in humanen Zellen

Henssen A.G., Jiang E., Zhuang J., Pinello L., Socci N.D., Koche R., Gonen M.,
Villasante C.M., Armstrong S.A., Bauer D.E., Weng Z., Kentsis A.

Forward genetic screen of human transposase genomic rearrangements.

BMC Genomics. 2016 Aug 4;17:548. doi: 10.1186/s12864-016-2877-x.

Der nachfolgende Text entspricht in GroRteilen einer freien Ubersetzung des Abstrakt
der o.g. Arbeit(66). ,Viele humane Gene kodieren fur potentiell aktive DNA-
Transposasen/-Rekombinasen. Da die Aktivitat der meisten Transposasen nur an
synthetischen Konstrukten/Transposonsequenzen getestet werden, ist es jedoch
schwierig herauszufinden, ob diese Rekombinasen ihre Aktivitat auch auf das humane
Genom austben kdnnen oder ob sie dort gegebenenfalls inaktiviert werden. Um dies
herauszufinden, bedarf es zusatzlicher Methoden, die feststellen kdbnnen, ob und wo
Rekombinasen DNA schneiden und so zu genomischen Veranderungen fuhren. Um
eine Untersuchung der Aktivitdt Transposase-ahnlicher Proteine in menschlichen
Zellen zu ermoglichen, haben wir einen klassischen genetischen Screen adaptiert, der
auf die Inaktivierung des Hypoxanthine-Guanine-Phosphoribosyltransferase-1-
(HPRT1)-Gens basiert. Es ist moglich, spezifisch nach inaktivierenden Mutationen in
diesem Gen zu suchen, indem man Zellen einem Selektionsdruck mit 6-Thioguanine
aussetzt. Zellen, die eine inaktivierende Mutation in HPRT1 haben, sind resistent
gegenuber einer Behandlung mit 6-Thioguanin. Wir nutzten diesen Screen also in
Kombination mit modernen Hoch-Durchsatz-Sequenzierungsmethoden sowie neuen
Algorithmen zur Detektion genomischer Aberrationen, um herauszufinden, ob und wie
PGBD5 zu Mutationen in humanen Zellen beitragen kdnnte. Wir fanden heraus, dass
die PGBD5-Expression zur Entstehung von HPRT1-Genmutationen beitragen kann
und dies an spezifischen Signalsequenzen tut, die wir PGBD5-Signal-Sequenzen
(PSS) nannten. Wir fanden diese PSS an Bruchpunkten komplexer genomischer
Aberrationen im HPRT1-Gen.“: Freie Ubersetzung durch den Autor. Da dieses
Auftreten von Sequenzen an Bruchpunkten denen an RAG1/2-induzierten
Veranderungen ahnelten, liel3 sich vermuten, dass PGBDS5 ggf. auch zur Entstehung
genomischer Aberrationen in Menschen beitragen kdnnte. AulRerdem konnte die
Methode des HPRT1-basierten genetischen Screens auch hilfreich sein, um

Mutationen zu entdecken, die durch andere Rekombinasen induziert werden.
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2.4. Die PGBD5-Rekombinase fordert die Entstehung sequenzspezifischer
onkogener Mutationen in padiatrischen Tumoren

Henssen A.G., Koche R., Zhuang J., Jiang E., Reed C., Eisenberg A., Still E.,
MacArthur I.C., Rodriguez-Fos E., Gonzalez S., Puiggros M., Blackford A.N., Mason
C.E., de Stanchina E., Génen M., Emde A.K., Shah M., Arora K., Reeves C., Socci
N.D., Periman E., Antonescu C.R., Roberts C.W.M., Steen H., Mullen E., Jackson S.P.,
Torrents D., Weng Z., Armstrong S.A., Kentsis A.

PGBDS5 promotes site-specific oncogenic mutations in human tumors.

Nat Genet. 2017 Jul;49(7):1005-1014. doi: 10.1038/ng.3866.

Auf Basis der Entdeckung PGBD5-induzierter Mutationen im HPRT1-Gen vermuteten
wir, dass PGBD5 auch in Tumoren zu solchen Veranderungen flihren konnte. Da
RAG1/2 fast ausschlieBlich in Lymphozyten-Vorstufen exprimiert wird und die
Entartung dieser Zellen zu ALL flhren kann und dartber hinaus PGBD5 nur in Zellen
neuroektodermalen Ursprungs exprimiert wird, stellten wir die Hypothese auf, dass
PGBDS zur Entstehung von Tumoren neuroektodermalen Ursprungs beitragen kdnnte.
Passend zu dieser Vermutung fanden wir, dass PGBD5 in der Mehrheit der
embryonalen Tumore neuroektodermalen Ursprungs des Kindesalters, z. B. in
Neuroblastomen, Medulloblastomen, Ewing-Sarkomen und Rhabdoid-Tumoren,
exprimiert ist(48-50). Interessanterweise fanden wir zudem heraus, dass die
Expression von PGBD5 alleine ausreichend ist, um die Entstehung genomischer
Aberrationen zu fordern und zu einer Entartung humaner Zellen zu fuhren. Die
Expression von PGBD5 in humanen, nicht-transformierten RPE-Zellen fuhrte namlich
zu einem rapiden Wachstum von Tumoren in subkutanen Maus-Xenograftmodellen,
wohingegen die Expression einer inaktiven Form von PGBD5 dies nicht tat. Um diese
Transformation durchzufihren, war die katalytische Domane von PGBD5
entscheidend, denn wenn wir diese mutierten, kam es zu keiner Transformation der
Zellen mehr. Mittels Hoch-Durchsatz-Genomsequenzierung in Kombination mit neuen
Genomanalysealgorithmen fanden wir auRerdem heraus, dass die durch PGBD5
transformierten Zellen komplexe genomische Veranderungen enthielten. An vielen
dieser genomischen Veranderungen fanden wir PGBD5-Signal-Sequenzen (PSS) an
den Bruchpunkten. Dies unterstitzte unsere Vermutung, dass PGBD5 an deren
Entstehung beteiligt war. Dartber hinaus fanden wir auch in Rhabdoid-Tumorgenomen
an Bruchpunkten komplexer Aberrationen PGBDS5-Signal-Sequenzen. Wir fuhrten

auch eine Chromatin-Immunprazipitation mit PGBD5-Antikdrpern durch und fanden,
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dass PGBDS an PGBD5-Signal-Sequenzen binden kann. Zusammenfassend fanden
wir also heraus, dass PGBD5 mit hoher Wahrscheinlichkeit die Entstehung komplexer
genomischer Aberrationen in Rhabdoid-Tumoren des frihen Kindesalters fordert. Da
PGBDS5 besonders in der frihen embryologischen Entwicklung exprimiert wird, ist zu
vermuten, dass PGBD5 schon embryonal zur Entstehung der Tumorentwicklung

beitragen kann.
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2.5. Die PGBD5-Rekombinase-Aktivitat fuhrt zu einer therapeutisch angreifbaren
DNA-Reparatur-Abhangigkeit in padiatrischen Tumoren

Henssen A.G., Reed C., Jiang E., Garcia H.D., von Stebut J., MacArthur I.C.,
Hundsdoerfer P., Kim J.H., de Stanchina E., Kuwahara Y., Hosoi H., Ganem N.J., Dela
Cruz F., Kung A.L., Schulte J.H., Petrini J.H., Kentsis A.

Therapeutic targeting of PGBD5-induced DNA repair dependency in pediatric solid
tumors.

Sci Transl/ Med. 2017 Nov 1;9(414). pii: eaam9078. doi:
10.1126/scitransImed.aam9078.

In akuten lymphoblastischen Leukamien wurde gezeigt, dass RAG1/2 auch nach der
Entstehung der Leukamie weiter aktiv ist und weiter zur Instabilitat des Genoms
beitragt. Wir stellten uns also die Frage: Kdénnten Tumore, die eine aktive DNA-
Transposase exprimieren, von der Reparatur der durch diese Aktivitat
hervorgerufenen DNA-Schaden abhangen? Denn Individuen, die Defekte in DNA-
Reparatur-Signalwegen vorweisen, zeigen Ublicherweise Phanotypen, die darauf
hinweisen, dass Gewebe, die Transposasen exprimieren, unter diesen Defekten am
meisten leiden. Denn z. B. Lymphozyten, die RAG1/2 exprimieren, bendtigen DNA-
Reparatur, um die Defekte, die durch RAG1/2 induziert werden, zu reparieren. In
Patienten mit DNA-Reparaturdefekten, zum Beispiel in der ATM-Kinase im Rahmen
des Ataxia-Telangiectasia(A-T)-Syndroms, kommt es zu schwerer Immundefizienz.
Aulerdem kommt es in solchen Syndromen zur chromosomalen Instabilitat in anderen
Geweben. Diese Instabilitat fuhrt wiederum zu einer erhéhten Inzidenz an Tumoren.
Kénnten DNA-Transposasen zu deren Entstehung beitragen?

In der folgenden Studie priften wir, ob PGBDS5-exprimierende Zellen von
gewissen DNA-Reparaturfaktoren abhangen, bzw. ob diese Zellen gewisse Faktoren
bendtigen, um die Aktivitat von PGBDS zu ertragen und zu vermeiden, dass das
Genom nicht durch dessen Aktivitat vollkommen zerstort wird und so zum Zelltod fuhrt.
Wir zeigten, dass Zellen, die PGBD5 exprimieren, einen Defekt in DNA-Reparatur-
Faktoren nicht vertragen. Die Expression von PGBDS5, aber nicht der katalytischen
Mutanten-Version von PGBDS, fuhrte in Zellen, denen wichtige Faktoren der DNA-
Reparatur (z. B. ATM und ATR) fehlten, zum Zelltod durch eine Akkumulation von
DNA-Schaden. Dies fuhrte zu der Hypothese, dass wir diese Abhangigkeit fur eine
Therapie von Tumoren nutzen kdonnten, die PGBD5 exprimieren. In der Tat fanden wir

heraus, dass Tumore, die PGBDS5 exprimieren, sehr sensibel auf eine
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pharmakologische Inhibition der ATR- und ATM-Kinasen reagierten. Insbesondere
Neurobastome, Ewing-Sarkome, Medulloblastome und Rhabdoid-Tumore reagierten
sehr sensibel auf eine ATR-Inhibition mit dem Molekul AZD6738. Diese Sensibilitat
hing direkt von dem PGBD5-Expressionsniveau ab, denn ein Knock-down von PGBD5
mittels shRNA flhrte zu einer reduzierten Sensibilitdt gegentuber AZD6738. Wir
testeten daher die Aktivitat von AZD6738 in primaren patientenderivierten Xenograft-
Mausmodellen und fanden, dass eine Behandlung mit AZD6738 in einigen PGBD5-
exprimierenden Tumoren zu einer dramatischen Reduktion des Tumorvolumens bzw.
Tumorwachstums fihrte. Diese Experimente konnten also als proof-of-principle daflr
dienen, dass die Expression einer aktiven Transposase in Tumoren zu einer
Suszeptibilitat gegenuber pharmakologischer Inhibition von DNA-
Reparatursignalwegen fihren kann. Dies kdnnte weitreichende Auswirkungen auf die
Entwicklung neuer Therapieoptionen in der Onkologie haben und zeigt, dass die
Untersuchung grundlegender molekularbiologischer Prozesse in Tumoren auch zu

klinisch relevanten Erkenntnissen fiihren kann.
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3. Diskussion

Auf Basis der hier zusammengestellten Publikationen sowie Arbeiten anderer
Forschungsgruppen ist nun bekannt, dass RAG1/2 in Leukdamien und PGBDS5 in
Tumoren neuroektodermalen Ursprungs im Kindesalter zur Entstehung komplexer
genomischer Aberrationen beitragen kénnen(7, 50). Basierend auf unsere bisherigen
Ergebnisse lasst sich das folgende Modell der Transposase-induzierten malignen
Transformation postulieren (siehe Abbildung 1): Eine gesunde Vorlauferzelle erfahrt
auf epigenetischer Ebene, in Signalwegen oder durch genetisch vererbte Allele eine
Veranderung, die zu einer Aktivierung endogener Mutationsprozesse, zum Beispiel
humaner DNA-Rekombinasen, flhrt. Diese Mutationsprozesse wiederum kdénnen zur
Entstehung von Mutationen in Tumor-Suppressor-Genen, Onkogenen oder anderen
bisher unbekannten tumor-treibenden genomischen Regionen fuhren, die zur
vollstandigen malignen Entartung der Zellen beitragen. Auch wenn unsere Arbeit zeigt,
dass Transposasen wie PGBD5 in padiatrischen Tumoren zur Entstehung
genomischer Veranderungen beitragen kénnen, bleibt das beschriebene Modell in
weiten Teilen noch unerforscht und erfordert eine zuklnftige tiefergehende

Untersuchung. Einige offene Fragen werde ich im Folgenden diskutieren.

Gesunde Vorlauferzellen Transformierte Tumorzellen

\ererbte Allele

Veranderte Entwicklung DNA Rekombinasen und Onkogene Mutationen
andere Mutationsprozesse

Abbildung 1. Ubersicht des Modells, wie aktive DNA Rekombinasen gesunde Vorliuferzellen in
maligne Tumorzellen transformieren (adaptiert aus (7)). Die Veranderung von Vorlauferzellen durch
epigenetische oder andere bisher unbekannte Faktoren flhrt zur Aktivierung endogener
Mutationsprozesse (z. B. Transposasen), die zu Mutationen fihren, welche wiederum die maligne
Transformation der Zellen verursacht.

Da das humane Genom viele Gene mit Ahnlichkeit zu DNA-Transposasen beinhaltet,

kann es sein, dass noch weitere humane Rekombinasen zur Entstehung genomischer
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Mutationen in Tumoren beitragen. Zum Beispiel ist die THAP9-Transposase im
Menschen aktiv(43). Ob THAP9 in Tumoren zur Entstehung von Mutationen beitragt,
ist jedoch nicht bekannt. Da diese Information =zur Entwicklung neuer
Therapiemaoglichkeiten fuhren konnte, ist es meiner Meinung nach tUberaus wichtig, die
Aktivitat dieser bisher unbekannten Transposasen zu beschreiben und z. B. mithilfe
des von uns adaptierten HPRT1-basierten genetischen Screens zu untersuchen(66).
Um die Entdeckung komplexer Transposase-induzierter Mutationen besser
vorantreiben zu kdnnen, ist es auRerdem wichtig, neue Arten der DNA-Sequenzierung,
zum Beispiel Single molecule real time sequencing (SMRT), zu nutzen, mithilfe derer
man komplexe Aberrationen besser darstellen kann(67, 68). Denn es ist weiterhin
schwierig, einige der komplexen Aberrationen genau zu beschreiben, weil die Lange
der Sequenzierungslaufe (reads) aus der llluminatechnologie zum Teil zu kurz ist und
die Sequenzierungsreads schwer einem spezifischen Ort im Genom zuzuordnen sind
(sog. Misalignment). Lange Sequenzierungsreads wirden den Prozess ungemein
vereinfachen, indem sie einem erlauben wirden, komplexe Veranderungen besser zu
rekonstruieren(68). Es ist zusatzlich meines Erachtens notwendig, die Analysen von
Genomsequenzierungsdaten weiter zu verfeinern. Denn noch immer ist die Rate der
falsch-positiven oder falsch-negativen Entdeckungen genomischer Aberrationen bei
den meisten Algorithmen relativ hoch(69-77). Zurzeit sind die Algorithmen so
aufgebaut, dass haufig eine niedrige Sensitivitat in Kauf genommen wird, um zu
vermeiden, dass zu viele falsch-positive Veranderungen entdeckt werden. Dies fuhrt
aber haufig dazu, dass bisher unbekannte Veranderungen nicht entdeckt werden.
Andererseits ist es sicherlich notwendig, viele der Veranderungen durch orthogonale
Methoden zu verifizieren, denn bei hoher Sensitivitat mancher Algorithmen kommt es
zu einer hohen Zahl an falsch-positiven Ergebnissen. Insgesamt ist es zurzeit noch
schwierig, einen gemeinsamen Analysestandard festzulegen — dieser wirde es einem
ermdglichen, Entdeckungen aus verschiedenen Gruppen miteinander zu vergleichen
und auf Basis dieser Vergleiche ggf. ahnliche Schlussfolgerungen ziehen zu kdnnen.
Auch wenn bereits Vergleiche zwischen Algorithmen, Sequenzierungsmethoden etc.
durchgefuhrt wurden(72), gibt es noch immer keine Einigkeit darliber, wie man
Mutationen am besten detektiert. Es wird also meiner Meinung nach besonders
wichtig, in den nachsten Jahren die Arten der Sequenzierung, der Analyse und der

Auswertung so zu standardisieren, dass sie einem ermoglichen, neue genomische
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Veranderungen zu finden und diese mit anderen Gruppen zu teilen und zu
vergleichbaren Ergebnissen zu kommen.

Durch die Entwicklung neuer Hoch-Durchsatz-DNA-Sequenziermethoden
gelingt es uns zunehmend, die Mutationsprozesse in menschlichen Tumoren auf DNA-
und RNA-Ebene zu untersuchen. Es ist mittlerweile bekannt, dass Tumore mehr als
50 unterschiedliche Mutationsmuster und mindestens 17 Klassen komplexerer
Deletionen und Aberrationen aufweisen konnen(9, 73). Manche dieser
Mutationsprozesse scheinen dadurch zustande zu kommen, dass den Tumoren
gewisse DNA-Reparaturmechanismen fehlen. Fur die meisten Mutationsprozesse ist
die Ursache bisher noch weitgehend unbekannt. Zum Beispiel gibt es eine Signatur
namens SBS18, die fast nur in Neuroblastomen zu finden ist und der ein bisher
unbekannter oxidativer Prozess zugrunde liegt(73). Da die meisten Prozesse, die bei
der Entstehung dieser Mutationen involviert sind, bisher unbekannt sind, ist es wichtig,
die Mutationsprozesse in Tumoren genauer zu untersuchen. Denn ohne ein besseres
Verstandnis solcher Prozesse wird es meiner Kenntnis nach nicht zu einer
Verbesserung der Diagnostik, Klassifizierung und Therapie solcher Tumore kommen.
Unsere Arbeit steuert einen kleinen Teil dazu bei, die Mechanismen der
Mutationsentstehung besser zu verstehen. Interessanterweise zeigt keines der bereits
publizierten Mutationsmuster eine Ahnlichkeit mit der PGBD5-Signal-Sequenz. Ich
vermute, dass dies daran liegt, dass viele der Mutationsmechanismen nicht haufig
genug auftreten, um in einer solchen unsupervidierten Analyse von Mutationsprofilen
gefunden zu werden. AulRerdem werden die meisten Analysen in Tumoren des
erwachsenen Alters durchgefuhrt. Da PGBD5 jedoch vor allem in der frihen,
embryonalen Entwicklung exprimiert wird, kdnnten Prozesse, die zu diesem Zeitpunkt
stattfinden, in solchen Analysen unterreprasentiert sein. Auch wenn Analysen von
Mutationsmustern sehr wichtig sind, um Mutationsursachen zu untersuchen, ist es
unzureichend, nach diesen Mustern zu suchen, denn viele Mechanismen fir die
Entstehung von Mutationen lassen sich nur herausfinden, indem man den spezifischen
Mutationsprozess untersucht.

Auch wenn wir hier beschreiben, dass PGBDS5 zur Entstehung genomischer
Veranderungen beitragt, ist bisher nicht bekannt, wie diese Veranderungen zu einer
Entartung der Zellen fuhrt. Die meisten Veranderungen, die wir in PGBDS5-
transformierten Zellen gefunden haben, fanden wir im nicht-kodierenden Bereich. Dies

ist zu erwarten, denn dort befinden sich gehauft Transposons und auch dort
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beobachten wir Veranderungen in Genomen von Tumoren des Kindesalters. In vielen
Fallen sind keine bekannten tumor-relevanten Gene in der Nahe der Veranderungen
zu finden. AulRerdem flhrten die Veranderungen haufig zu keiner Veranderung in der
Expression der Gene, die in der Nahe der Veranderung zu finden waren. Es bleibt also
unbekannt, ob und wie diese Veranderungen zu einer Entartung beitragen. Viele
Veranderungen kdonnten zum Beispiel ,nur” als sog. passenger events entstanden sein
und keine tumortreibende Funktion haben. Dieselbe Frage stellt sich fur viele
Veranderungen, die wir in Tumoren finden. Besonders komplexe Veranderungen, zum
Beispiel Chromothripsis, fiuhren zu solch komplexen Veranderungen der
Genomstruktur, dass sich noch nicht klar ableiten lasst, welche Konsequenz diese
Veranderungen genau auf die Expression von Genen und somit auf die Zellen haben.
Um dies besser zu verstehen, musste man sich auch die Konsequenz auf die
dreidimensionale Architektur des Genoms anschauen(74). Denn nur so lieRe sich
erkennen, mit welchen Genen gewisse nichtkodierende Bereiche assoziieren und
somit gegebenenfalls regulieren. Auch sollte man die beobachteten Veranderungen
einzeln modellieren, z. B. mittels CRISPR-Cas9, um deren Konsequenzen eindeutig
zuordnen zu kénnen. Insgesamt wird es vonndten sein, noch einige Untersuchungen
durchzufihren, um die funktionelle Konsequenz der komplexen genomischen
Veranderungen besser zu verstehen.

Um die Bedeutung der Transposase-induzierten Mutationen fur die
Tumorentwicklung besser begreifen zu kdnnen, ist es dartber hinaus unabdinglich,
akkurate Tiermodelle zu entwickeln, in denen man die Expression der Transposasen
beeinflussen und somit ihre Wirkung genauer untersuchen kann. Denn es ist, aul3er
bei RAG1/2, noch nicht klar, zu welchem Zeitpunkt und in welchen Vorlauferzellen
Transposasen zu einer malignen Transformation fuhren kdnnen. Die Untersuchung
der entwicklungsabhangigen und gewebsspezifischen Expression von Transposasen
mit Hilfe transgener Tiermodelle sollte es ermdglichen, die genauen physiologischen
und kanzerogenen Funktionen der humanen Transposasen besser zu verstehen. Zum
Beispiel ist es bisher vollkommen unklar, wieso Transposasen in gewissen Geweben
physiologisch exprimiert werden, dort jedoch nicht zu Mutationen fuhren, die zu einer
Entartung des Gewebes flihren kdnnen. Gibt es, wie auch bei RAG1/2, bei PGBD5
Faktoren, die die Aktivitat dieser Transposase limitieren? Oder wird die Aktivitat von
PGBD5 dadurch beschrankt, dass die Signalsequenzen (z. B. PSS) in den Zellen, in

denen PGBD5 physiologisch exprimiert wird, durch andere Elemente geschutzt
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werden? Wird dies gegebenenfalls epigenetisch durch Chromatin-Veranderungen,
zum Beispiel Heterochromatinisierung, festgelegt? Diese Fragen experimentell zu
beantworten wird meiner Meinung nach von groRer Wichtigkeit sein, wenn man die
physiologische und pathologische Funktion von Transposasen besser verstehen
mochte. Um dies sinnvoll zu tun, wird es notwendig sein, dies in dem Menschen
entwicklungsbiologisch nahen Modellen zu untersuchen. Auch wenn Mausmodelle
einige Unterschiede zum Menschen aufweisen, scheinen transgene Mausmodelle
zurzeit die akkuratesten Modelle zu sein, um solche Fragen zu beantworten.

Wir haben in unseren Studien beschrieben, dass Transposasen zu einer
therapeutisch angreifbaren Schwachstelle in Tumorzellen fuhren kdnnen. Diese
Strategie konnte auch fur Tumore mit einer Expression anderer Transposasen
zutreffen. Da viele Molekile, die verschiedenste DNA-Reparatur-Signalwege
inhibieren, zurzeit von der Pharma- und Biotechindustrie entwickelt werden, stellt sich
die Frage, welche dieser Moleklile am besten dafir geeignet sind, um diese
Transposase-induzierten Schwachstellen anzugreifen. Um dies besser verstehen zu
kdnnen, wird es wichtig sein herauszufinden, welche DNA-Reparatur-Faktoren bei der
Rekombinationsaktivitat der einzelnen DNA-Transposasen zu welchem Zeitpunkt
wichtig sind. Um dies zu untersuchen, kénnte man mithilfe von neu-etablierten
CRISPR-Cas9-Screens die uns bekannten DNA-Reparatur-Faktoren untersuchen und
versuchen festzustellen, welche dieser Faktoren mit einer Expression von DNA-
Transposasen im synthetisch letalen Verhaltnis stehen. Dies ist von besonderer
Wichtigkeit, da viele der Faktoren auch in Abwesenheit einer Transposase fur humane
Zellen von grof3er Wichtigkeit sind. Um eine Toxizitat der Inhibitoren zu vermeiden, ist
es also ausschlaggebend besser zu verstehen, welche Faktoren flr welche Prozesse
verantwortlich sind. Dies ist fir manche Faktoren, wie ATR, schon in groliem Male
geschehen(75, 76). Fur manch andere Faktoren ist unser Verstandnis ihrer Funktion
jedoch zurzeit noch unzureichend und die therapeutische Wirkung ihrer Inhibition
daher noch nicht vorhersehbar. Aullerdem ist der Mechanismus, mit dem DNA-
Reparatur-Inhibitoren wie AZD6738 zum Tumorzelltod fuhren, noch weitgehend nicht
untersucht worden. Ein besseres Verstandnis dieser Prozesse konnte dazu fuhren,
dass wir bessere Kombinationstherapien entwickeln kdnnen. Man kdnnte sich zum
Beispiel vorstellen, dass eine Kombination aus einem ATR-Inhibitor synergistisch mit
einem Molekul wirken konnte, welches eine Art des Zelltods spezifisch fordert (z. B.

BCL2-Inhibitoren etc.). Denn es ist abzusehen, dass auch ATR-Inhibitoren, wie so
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viele andere zielgerichtete Therapien, nicht alleine eine kurative Wirkung in Patienten
ausuben wird. Auch in unseren Xenograft-Modellen war eine alleinige Therapie mit
AZD6738 keineswegs kurativ(77). Denn Tumoren zeigen eine solch ausgepragte
Plastizitat, dass eine Resistenz gegenuber einem einzigen Therapeutikum meist sehr
schnell durch den Tumor erreicht wird. Es ist daher dringend nétig, neue Strategien fur
Kombinationstherapien zu entwickeln. Wie auch bei zytotoxischen Chemotherapien in
den letzten Jahrzehnten beobachtet(78), wird wohl in den meisten Fallen nur eine
Kombination aus mehreren zielgerichteten Therapien zu einem kurativen Effekt in
Patienten fuhren kdénnen. Abgesehen von synergistischen Effekten mit anderen
zielgerichteten Therapien ist es aullerdem notwendig zu untersuchen, wie man neue
Zielgerichtete Therapien, zum Beispiel AZD6738, am besten mit bestehenden
zytotoxischen Therapien oder mit neuartigen Immuntherapien (wie CAR-T-Zellen oder
Checkpoint-Inhibitoren) am besten kombiniert, ohne die Wirkung der jeweiligen
anderen Therapie zu schwachen oder zu unnétigen Nebenwirkungen durch additive
Toxizitdat zu fuhren. Insgesamt denke ich, dass die Entwicklung zielgerichteter
Therapien, die auf synthetisch letalen molekularen Eigenschaften beruhen, zum
Beispiel AZD6738 in PGBD5-exprimierenden Tumoren, wichtige Therapieoptionen der
Zukunft darstellen, wenngleich sie noch in vielerlei Hinsicht untersucht werden
mussen.

Abgesehen von tumorrelevanten Funktionen von Transposasen ware es
interessant, die physiologischen Funktionen von Transposasen, wie PGBDS5 und
THAP9, zu untersuchen. Denn wie bei RAG1/2 oder TERT kénnten auch PGBD5 und
THAP9 in humanen Zellen eine wichtige Funktion Ubernehmen. Ob diese Funktionen
mit der DNA-Rekombinationsaktivitdt zusammenhangen, ist bisher vollkommen
unklar. Ware dies der Fall, wirde sich folgende Frage stellen: Welche Regionen des
Genoms PGBD5 und THAP9 rekombinieren, und wieso? Kénnte die Rekombination
gewisser genomischer Abschnitte in neuronalen Zellen durch PGBDS etwa zu einer
somatischen Diversifizierung neuronaler Zellen fiuhren? Oder kdnnte diese Funktion
zum Alterungsprozess oder zur Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen
beitragen, indem sie in Neuronen im Gehirn zu Veranderungen fahrt? Auch ist unklar,
ob und welche Rekombinase-unabhangige Funktionen domestizierte Transposasen
haben kdnnten. Es ist nicht auszuschlieen, dass die Rekombinase-Aktivitat nicht zur

physiologisch relevanten Funktion der Transposasen beitragt. Insgesamt ist die
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Funktion domestizierter Transposasen bisher noch zu wenig erforscht, um eine

Aussage Uber ihren Stellenwert in der menschlichen Biologie zu machen.
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4. Zusammenfassung

In dieser Habilitationsschrift habe ich finf Publikationen vorgestellt, die sich mit der
Frage befassen, welche Mutationsarten sich in Tumoren des Kindesalters finden
lassen und wie Transposasen zu deren Entstehung beitragen konnten. 2015 stellten
wir mit Herrn Dr. Schramm und Kollegen fest, dass Neuroblastome nur eine geringe
Zahl an Punktmutationen in Genen aufweisen, die sich im Rahmen der Rezidive zum
Teil verstarkt im Tumor klonal durchsetzen. Diese geringe Zahl an Punktmutationen
kann die Entstehung und Evolution der Neuroblastome nur schwer alleine erklaren. Da
Tumore des Kindesalters auch komplexe genomische Veranderungen, z.B.
Deletionen, Translokationen etc., vorweisen, vermuteten wir, dass diese vielleicht eine
ebenso wichtige Rolle in der Tumorgenese im Kindesalter spielen kdnnten. Da die
Entstehungsmechanismen solch komplexer Veranderungen jedoch bisher fast
unerforscht waren, untersuchte ich gemeinsam mit der Gruppe von Dr. Kentsis die
Rolle von Transposasen in der Entstehung solcher Veranderungen. Wir fanden
heraus, dass PGBDS eine bisher unbekannte aktive DNA-Transposase ist, die in
Tumoren des Kindesalters hoch exprimiert wird. Mithilfe eines genetischen Screens
konnten wir herausfinden, dass PGBD5 auch aulerhalb von Transposons zu
Mutationen an Signal-Sequenzen beitragen kann. Dies flhrte dazu, dass wir die
Aktivitat von PGBD5 in Rhabdoid-Tumoren des fruhen Kindesalters untersuchten. Wir
fanden heraus, dass auch in Rhabdoid-Tumoren Zeichen einer PGBDS-Aktivitat zu
finden sind. AuRerdem zeigte sich, dass die PGBD5-Expression alleine ausreicht, um
in humanen Zellen genomische Veranderungen zu induzieren. Da diese Aktivitat auch
eine DNA-Reparatur bendtigt, testeten wir, ob PGBD5-exprimierende Tumore mit
DNA-Reparatur-Inhibitoren behandelt werden konnten. In der Tat fanden wir, dass
PGBD5 zu einer Abhangigkeit der Tumorzellen gegentber ATR fuhrt. Dies fuhrt dazu,
dass PGBDS-exprimierende Tumore des Kindesalters praklinisch gut auf eine
Behandlung mit dem ATR-Inhibitor AZD6738 ansprechen. Insgesamt konnten wir also
feststellen, dass PGBD5 die Entstehung eines Teils der genomischen Veranderungen
in Tumoren des Kindesalters verursachen kdonnte und dass diese Aktivitat neue

Ansatzpunkte fur Therapien schafft.
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