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Genomweite ldentifizierung von chromosomalen
Bruchpunkten bei Tumoren unterschiedlicher Gewebe

Birgit Bortz, Stefanie Marczok, Heike Pospisil*

Zusammenfassung

Aufgrund der jéhrlich ansteigenden Anzahl an Krebsneu-
erkrankungen und der tédlichen Verlaufe von malignen
Tumoren gewinnt die vollstandige Aufklarung der Tumor-
genese und -progression immer mehr an Bedeutung. Fir
diese konnen Untersuchungen zu Bruchpunkten, die eine
Kopienzahlvariation (CNV) in Krebsgenomen bewirken,
genutzt werden. Es wurde eine Pipeline entwickelt, die in
der Lage ist, CNVs, Bruchpunktregionen (BPRs) und Gene
genomweit mit Hilfe von SNP-Array-Daten zu detektieren.
Dazu wurden 2.820 Tumorproben aus 8 Tumorentitdten
untersucht und mit 432 Proben aus gesundem Gewebe
verglichen. In den Tumorproben wurden vierfach mehr
BPRs detektiert, wobei unter 5 % der Gene in den Nor-
malproben betroffen sind. Wir identifizierten 31 hochspe-
zifische BPRs. Die am haufigsten vorkommende Variation
umschlie3t das Gen KIAA0513, welches in Verbindung mit
der Apoptose steht. Anhand der hier entwickelten Pipeline
kdnnen erste Einblicke in CNV- und Bruchpunkt-Muster in
Tumorgenomen gewonnen werden, die zu einem verbes-
serten Verstandnis der Tumorgenese und somit zu einer
verbesserten Diagnostik und Therapie von Krebserkran-
kungen fihren kdnnen.

Abstract

The number of new cancer cases and the deadly courses
of malignant tumors are still rising. An entire clarification
of tumorigenesis and progression is required for better
diagnostics and therapies. Here, we present an analysis
of genomic breakpoint patterns, which might cause copy
number variations (CNVs) in cancer genomes. Thus, a
pipeline was developed which uses SNP array data for
the genome-wide detection of CNVs, breakpoint regions
(BPRs) and genes. 2,820 tumor samples from eight tumor
entities were analyzed and compared with 432 samples
from healthy tissue. Four times more BPRs were detected
in the tumor samples and only less than 5 % of the affect-
ed genes were found to be involved in healthy tissues.
We identified 31 highly specific BPRs. The most com-
monly occurring variation found in our study encloses
the KIAAO513 gene, which is associated with apoptosis.
Based on these results, new insights in tumorigenesis are
expected.

1. Einleitung

Die Zahl der Krebsneuerkrankungen
steigt jedes Jahr weiter an. Der ,Welt-
Krebs-Bericht 2014“ zeigt auf, dass
2012 die Anzahl an Neuerkrankungen
auf 12 Millionen gestiegen ist und 8,2
Millionen Menschen an Krebserkran-
kungen gestorben sind (Stewart &
Wild 2014). Diese Zahlen weisen da-
rauf hin, dass die Ursachen der Karzi-
nogenese weitgehend ungekldrt und
somit die Préventions-, Diagnose- und
Therapiemdglichkeiten noch unzurei-
chend sind.

Es ist schon lange bekannt, dass auf-
grund der steigenden Lebenserwar-
tung die Anzahl an Tumorerkran-

* korrespondierende Autorin

kungen zunimmt. Jedoch werden
zumeist schlechte Umwelteinflisse
und Verhaltensweisen sowie gene-
tische Vorbelastungen als Hauptur-
sachen fiir die Tumorentstehung ge-
nannt (Vogelstein et al. 2013). Nach
einer neuen wissenschaftlichen Studie
scheinen diese jedoch bei den meisten
Tumorarten keine grofie Rolle zu spie-
len; sie wirken eher verstarkend auf
die Entstehung ein, sodass sich diese
Faktoren potenzieren. Dabei gehen
die Autoren davon aus, dass wahrend
der Teilung zufdllige Mutationen in
regulatorischen Bereichen bzw. Ge-
nen auftreten, die nicht repariert wer-
den (Tomasetti & Vogelstein 2015).

Aufgrund dieser somatischen Mutati-

onen bildet sich die kanzerogene Zel-
le mit ihren typischen Eigenschaften
heraus und weist somit (i) ein Wachs-
tum trotz vorhandener Inhibitoren
bzw. abwesender Wachstumsfakto-
ren, (i) eine Resistenz gegen Apoptose,
(iii) die Fahigkeit zur Angiogenese so-
wie (iv) Gewebeinfiltration und (v)
Metastasenbildung auf (Hanahan &
Weinberg 2000). Diese Fahigkeiten
kdnnen sich durch genetische Verdn-
derungen, die nicht repariert werden,
etablieren. Zu diesen genomischen
Veranderungen werden die Kopien-
zahlvariationen (engl. copy number
variations, CNVs) gezdhlt, bei denen
eine vom Referenzgenom abweichen-
de Kopienzahl auftritt. Diese entste-
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hen durch fehlerhafte Reparaturme-
chanismen von DNA-Briichen wahrend
der Replikation bzw. der Rekombinati-
on (Redon et al. 2006).

Zahlreiche Studien konnten ein ver-
mehrtes Auftreten von CNVs (Yang et
al. 2014) in humanen malignen Tumo-
ren detektieren und einen funktionel-
len Zusammenhang zur Tumorentste-
hung nachweisen (Redon et al. 2006,
McCarroll et al. 2008).

In einer unserer friheren Studien konn-
ten wir feststellen, dass mit steigendem
Tumorstadium vermehrt Regionen mit
verdnderten Kopienzahlen detektierbar
sind. Aufgrund dessen lag die Vermu-
tung nahe, dass die Entstehung von
CNVs mit der Kanzerogenese korreliert.
Es wurden bei Brustkrebstumoren von
Mausen bestimmte Bruchpunktberei-
che identifiziert, in denen vermehrt
CNVs auftreten. Diese Bereiche werden
in der Literatur als fragile sites bezeich-
net. In dieser Arbeit wurde untersucht,
ob diese Bereiche fiir verschiedene
Tumorarten spezifisch sind, um einen
besseren Einblick in die Tumorprogres-
sion und auf die genomischen Auswir-
kungen zu erhalten (Standful et al.
2012). Allerdings basierte diese Arbeit
auf wenigen Proben.

In anderen Publikationen konnten be-
reits sogenannte tumorartspezifische
und allgemeine Bruchpunkt(BP)-Hot-
spots mit einer Auflésung von 1 Mbp
beim Menschen detektiert werden (Li
etal. 2012).

Es ist jedoch eine genauere Auflésung
nétig, wenn solche Bruchpunkt-Muster
neben der Aufklarung der Tumorgene-
se und -progression auch als Grund-
lage fur die Entwicklung individueller
und nebenwirkungsarmerer Medika-
mente und fir frihzeitige und prazise
Préventions- und Diagnoseverfahren
genutzt werden sollen.

Um die Verdnderung der Kopienzahl
und die dazugehdérigen Bruchpunk-
te in Tumorgenomen detektieren zu
kénnen, werden verschiedene Tech-
nologien genutzt. Die beste Aufl6-
sung der Ergebnisse liefern derzeit
Hochdurchsatz-Sequenzierungstech-
nologien. Diese sind jedoch meistens
sehr kosten- und zeitintensiv. Um ein
schnelleres Screening zu ermdéglichen,
werden die klassischen Array-Technolo-
gien vermehrt verwendet. Bei diesem
haben sich in letzter Zeit vor allem die
SNP-Arrays als Alternative bewahrt, da
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sie ein gutes Verhdltnis von der phy-
sikalischen Abdeckung und Schnel-
ligkeit der Analyse bieten (Zhao et al.
2004). Zudem ist der Vorteil der SNP-
Array-Analysen, dass ein grofer Da-
tenbestand frei zugdnglicher Daten-
sdtze vorhanden ist.

Um zu untersuchen, ob spezifische
Bruchpunkt-Muster in verschiedenen
Tumorgenomen bzw. in spezifischen
Tumorarten detektiert werden kénnen,
wurde eine Pipeline entwickelt, mit der
es ermdglicht wird, eine genomweite
Identifizierung und Analyse von chro-
mosomalen Bruchpunktregionen und
Segmenten verdnderter Kopienzahl
anhand von SNP-Array-Daten bei ver-
schiedenen humanen malignen Tumo-
ren zu realisieren (Marczok 2014).

2. Material und Methoden
2.1 SNP-Array-Daten

Maligne Tumordaten: Die verwende-
ten Tumordaten fur die genomweite
Identifizierung von Bruchpunktregio-
nen (BPRs) und Segmenten verdnder-
ter Kopienzahl wurden der o6ffentlich
zuganglichen GEO-(Gene Expression
Omnibus)Datenbank vom NCBI (Na-
tional Center for Biotechnology Infor-
mation) entnommen (National Center
for Biotechnology Information 2014).
Aus dieser Datenbank wurden nur
Daten, die mittels Genome-Wide Hu-
man SNP Array 6.0 analysiert wurden,
verwendet. Insgesamt erfolgte die
Analyse von 2.820 malignen primaren
Tumorproben aus 8 verschiedenen
Tumorentitaten (Gehirntumore —
1.187 Proben, Brusttumore — 377 Pro-
ben, Kolorektaltumore — 189 Proben,
Lungentumore — 291 Proben, Magen-
tumore — 340 Proben, Nierentumore
— 109 Proben, Ovarientumore — 207
Proben, Prostatatumore — 120 Proben).

Referenzdaten: Als Referenzdaten
wurden Daten des internationalen
HapMap-Projekts (Phase 3, Release #3)
(International HapMap Project 2009)
zu einer Referenz zusammengefihrt.
Hierbei wurden nur solche Proben
verwendet, die mit dem Genome-Wide
Human SNP Array 6.0 analysiert wur-
den (990 Proben).

Normalproben: Zusétzlich zu den
malignen Primdrtumorproben wur-

den noch 432 Normalgewebeproben,
ebenfalls von der GEO-Datenbank
stammend (Ovariengewebe - 57
Proben, Gehirngewebe — 29 Proben,
Lungengewebe — 62 Proben, Magen-
gewebe — 148 Proben, Nierengewebe
— 69), auf BPRs und Segmente verdn-
derter Kopienzahl untersucht. Diese
Analysen dienten zur Verifizierung
der Krebsspezifitdt potenzieller geno-
misch veranderter Regionen der mali-
gnen Primdrtumorproben.

2.2 Algorithmen

Die Bestimmung von Segmenten ver-
anderter Kopienzahl und tumorenti-
tatsspezifischen,  krebsspezifischen
und allgemeinen BPRs anhand der
SNP-Signalintensitaten beinhaltete drei
wesentliche Schritte. Als Erstes erfolg-
te eine Praprozessierung der SNP- Ar-
ray- Rohdaten, dann die Umrechnung
der Signalintensitdten fur jeden SNP in
einen log,- Ratio in Bezug zur Referenz
und abschlieBend eine Segmentierung
(Li & Olivier 2013, Karimpour-Fard
et al. 2010). Die Praprozessierung er-
folgte mit der Affymetrix Power Tools
(APT) Software (Affymetrix 2014). Die
weitere Verarbeitung der Daten wur-
de mit der freien Software R realisiert
(R version 3.0.2) (R Core Team 2013).
Die Segmentierung und anschlieRen-
de CNV- und Bruchpunktregions-
Bestimmung erfolgte fur jede Tumor-
probe einzeln. Dabei wurde fiir jedes
Segment das entsprechende Chro-
mosom, die Start- und Endposition
des Segments, die Anzahl der SNPs,
die das jeweilige Segment umfasst,
und der Mittelwert des jeweiligen
Segments angegeben. Die Start- und
Endposition eines Segments sind ge-
kennzeichnet durch die genomischen
Positionen des ersten und letzten SNPs
eines Segments. Fur die Bestimmung
der genomischen Positionen der SNPs
wurde das humane Referenzgenom
hg19/GRCh37 genutzt (Abb. 1).

Erstellung der Referenz: Zur Identifi-
zierung potenzieller genomischer Ver-
anderungen wurde eine Referenz aus
990 HapMap-Daten generiert. Hierflr
wurden die 990 Rohdaten zundchst
mittels APT-Software (1.16.0 Linux-
version) praprozessiert. Die weitere
Datenanalyse erfolgte mit der R-Soft-
ware. Die Signalintensitaten fur beide



Allele wurden zusammengefasst und
fir jeden SNP eine durchschnittliche
Signalintensitdt tber alle Proben be-
rechnet, welche als Referenz fiur die
Analysen der Tumorproben verwen-
det wurde.

Praprozessierung und Bestimmung
der Signalintensitaten: Zur ldentifi-
zierung von CNVs und BPRs bei allen
2.820 malignen Tumorproben ver-
schiedener Tumorentitdten erfolgte
zundchst die Praprozessierung der
Rohdaten mittels APT. Hierbei wurde
fir die Quantilnormalisierung und
Hintergrundkorrektur der Birdsee-v2-
Algorithmus, unter der Verwendung
der Standardparameter, angewendet.
Bei diesem handelt es sich um einen
Standardalgorithmus von Affymetrix
fir das Genome-Wide Human SNP Ar-
ray 6.0 (Yang etal. 2014, Andrade et al.
2011). Die Praprozessierung der mali-
gnen Tumorproben wurde separat
von den 432 Normalproben durchge-
fahrt. Bei den malignen Tumorproben
erfolgte die Préprozessierung jeweils
fir alle Proben einer Tumorentitat. Im
Anschluss an den Prdprozessierungs-
schritt erfolgte die Allel-Summation,
um fir jeden SNP eine Gesamtsignal-
intensitat zu erhalten (Neuvial et al.
2011).

Segmentierung: Zur Detektion der
genomischen Verdnderungen bei mali-
gnen Tumoren wurde eine Segmentie-
rung jeder Tumorprobe durchgefiihrt.
Hierfir wurde zundchst pro Tumor-
probe fir jeden SNP der log,-Ratio
berechnet. Dabei wurde die jeweilige
Gesamtsignalintensitdt der SNPs ins
Verhiltnis zu der entsprechenden Re-
ferenzintensitat des SNPs gesetzt (Li &
Olivier 2013, Le Scouarnec & Gribble
2012, Le Scouarnec & Gribble 2011).
Basierend auf diesen log2-Ratios er-
folgte daraufhin die Segmentierung
der 22 Autosomen, um das Genom in
zusammenhdngende Bereiche (Seg-
mente) konstanter Kopienzahl zu un-
terteilen. Die Segmentierung erfolg-
te mittels des von Bioconductor zur
Verfiigung gestellten R-Pakets DNA-
copy (Version 1.32.0), welches den
Circular-Binary-Segmentation(CBS)-
Algorithmus fir die Segmentierung
anwendet (Seshan & Olshen 2012).
Hierbei wurde das Signifikanzlevel a
auf 0,001, die Standardabweichung

(,undo.sd“) auf 0,5 und die Min-
destanzahl der Marker (,,min.width“),
die ein Segment enthalten muss, auf 4
gesetzt. Vor der jeweiligen Segmentie-
rung erfolgt eine Erkennung der Aus-
reiler mit einer anschlieBenden Glat-
tung der Daten (,,smooth.CNA“).

Bestimmung von genomischen Be-
reichen veranderter Kopienzahl und
Genen innerhalb dieser Regionen:
Fir die ldentifizierung genomischer
Bereiche verdnderter Kopienzahl wur-
den fur jede Tumorprobe alle ermittel-
ten Segmente analysiert. Jeder SNP-
Position wurde der entsprechende
Segmentmittelwert zugeordnet und

TUMORGRUPPE
2.820 Tumorproben

Préprozessierung
mit APT

REFERENZGRUPPE
990 HapMap-Proben der Phase 3

Préprozessierung
mit APT

Berechnung log,-Ratios

Gber alle Proben einer Tumorentitét
fir jeden SNP ein durchschnittlicher
Segmentmittelwert bestimmt. Fur die-
se Werte wurde fiir jedes Chromosom
einer Tumorentitat separat der Mittel-
wert Uber alle SNPs gebildet, um das
Grundsignal zu ermitteln. Anschlie-
Rend wurde dann die Differenz aus je-
dem einzelnen SNP-Wert und dem ent-
sprechenden Grundsignal bestimmt.
Anhand dieser Werte wurden zusam-
menhdngende Bereiche gesucht, die
eine Abweichung von der Kopienzahl
zu der Referenz aufweisen. Hierbei lie-
gen amplifizierte Bereiche bei einem
Wert 2 0,1 vor und deletierte Bereiche
bei einem Wert von £ -0,1.

VERGLEICHSGRUPPE
432 Normalproben

Préprozessierung
mit APT

Segmentierung mittels CBS

Identifizierung spezifischer BPRs
Differenz Segmentmittelwerte > 0,6

Vergleich der BPRs:
Tumorentitatsspezifische BPRs
Krebsspezifische BPRs
Allgemeine BPRs

Filtern von hochspezifischen BPRs
Vorkommen > 10% in mindestens 1 Tumorentitat

Identifizierung Segmente verschiedener Kopienzahl
amplifiziert: Differenz > = 0,1
deletiert: Differenz < =-0,1

Identifizierung betroffener Gene und
tumorassoziierter Gene
BiomaRt

Abb. 1) Schematische Darstellung des Aufbaus der entwickelten Pipeline und der untersuchten Proben. Zu-
nédichst wurden 2.820 Tumorproben, 990 HapMap-Proben der Phase 3, die als Referenz dienten, und 432
Normalproben, die als Vergleichsgruppe dienten, mit dem frei zugdnglichen Tool APT priprozessiert. An-
schlieRend wurden sowohl die log,-Ratios aus Tumorproben und Referenzdaten als auch aus Normalproben
und Referenzdaten gebildet und anschlieBend mittels CBS das Genom jeder Probe segmentiert. Anhand dieser
Segmentierung wurden die spezifischen BPRs identifiziert (Differenz Segmentmittelwerte > 0,6). Es wurden
die hochspezifischen BPRs (Vorkommen > 10% in mindestens einer Tumorentitdit) und die zusammenhdngen-
den Segmente verschiedener Kopienzahl (Differenz zum chromosomalen Mittelwert >= 0,1) und die darin

kodierten Gene mittels BiomaRt identifiziert.
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Innerhalb der ermittelten Regionen
veranderter Kopienzahl wurde nach
Genen gesucht, die durch einen de-
letierten oder amplifizierten geno-
mischen Bereich beeinflusst werden
kdnnen. Diese Untersuchung erfolgte
mittels BiomaRt (Durinck et al. 2005).
BiomaRt ist ein R-Paket, welches den
Zugriff auf verschiedene Datenbanken
ermoglicht. Hierbei wurde die Gende-
tektion mittels Ensembil realisiert.

Bestimmung der Bruchpunktregio-
nen: Zur Bestimmung der chromoso-
malen BPRs erfolgte fur jede Tumor-
probe die Betrachtung aller ermittelten
Segmente. Hierbei wurden nacheinan-
der alle benachbarten Segmente des
jeweiligen Chromosoms miteinander
verglichen und eine potenzielle BPR
dann angenommen, wenn die Diffe-
renz der Segmentmittelwerte zweier
benachbarter Segmente > 0,6 betrug,
das heifdt, diese Segmente unterschei-
den sich um eine Kopienzahl. Eine po-
tenzielle BPR ergibt sich dann aus der
genomischen Endposition des einen
Segments und der Startposition des
nachfolgenden Segments. Zwischen
diesen beiden SNPs liegt ein potenziel-
ler Bruchpunkt, der aufgrund des Mic-
roarray-Layouts nicht exakt bestimmt
werden kann. Daher kénnen wir nur
Bruchpunktregionen und keine ex-
akten Bruchpunkte bestimmen. Um
abschlieRend spezifische BPRs bestim-
men zu kénnen, erfolgte die Bestim-
mung der Haufigkeit fir das Auftreten
jeder ermittelten BPR lber alle Tumor-
proben.

3. Ergebnisse
3.1 Bruchpunkte allgemein

Mit den beschriebenen Methoden
wurden insgesamt Uber alle 2.820 Tu-
morproben der 8 Tumorentitdten
67.076 verschiedene Bruchpunktregio-
nen (BPRs) identifiziert. Davon wurden
13.374 BPRs gefunden, die mindestens
in zwei verschiedenen Tumorentitdten
vorkommen. Die grofite BPR erstreckt
sich Uber 22.757.511 bp, die kiirzeste
Uber 10 bp; durchschnittlich umfasst
eine BPR 6.804 bp. Es wurden 130
BPRs identifiziert, die in Gber 1 % al-
ler Proben, 46 BPRs, die in Gber 2 %
der Proben, und 10 BPRs, die in tber
5 % der Proben vorkommen. In den
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Abb. 2) Bestimmung der strukturellen Verinderungen des Chromosoms 16 der Brusttumore. Es sind die Sig-
nalintensitdten (log,-Ratios) pro genomischer Position jedes SNPs in Basenpaaren gegeneinander aufgetra-
gen. Das Grundsignal liegt bei -0,05. Es ist eine deutliche Amplifizierung des p-Armes und Deletierung des
g-Armes erkennbar. Zusdtzlich ist innerhalb des q-Armes eine spezifische Amplifikation bei 70.854.381 bp bis
71.065.311 bp und eine spezifische Deletion bei 85.091.864 bp bis 85.092.748 bp, welches das Gen KIAA0513
(85.061.374 bp bis 85.127.836 bp) umschliel3t, erkennbar. Von 85.091.864 bp bis 85.092.892 bp liegen die
zwei zugehdrigen BPRs. Diese hatten (iber alle detektierten BPRs die héchste Vorkommenswahrscheinlichkeit

aufgezeigt.

untersuchten Normalproben wurden
weitere 16.549 BPRs identifiziert, die
teilweise zusatzlich in den Tumoren-
titaten vertreten sind. Davon kom-
men 8.449 BPRs nur in den Normal-
proben vor.

3.2 Bruchpunktvergleich zwischen
den Tumorentitdten zur Muster-
erkennung

Um spezifische Muster zu identifizie-
ren, die auf eine Krebsspezifitat oder
Tumorentitétspezifitat hindeuten,
wurden fir die jeweiligen BPRs die re-
lativen Haufigkeiten pro Tumorentitat
bestimmt und miteinander verglichen.
Es wurden 31 BPRs identifiziert, die in
mindestens einer Tumorentitdt Uber
10 % vorkommen. Diese BPRs wurden
aufgrund ihres hdufigen Auftretens als
hochspezifische BPRs charakterisiert.
Im Folgenden wird eine kleine Aus-
wahl an Ergebnissen dieser Bereiche
dargestellt (Marczok et al. 2015).

Es konnten zwei BPRs identifiziert wer-
den, bei denen in 7 der 8 Tumorentita-
ten (und in den Normalproben) bis zu
27 % (5 %) sowie bis zu 42 % (5 %) ein
Bruch der DNA im Chromosom 16 bei
ca. 85 Mbp aufgetreten ist.

Zusatzlich wurden BPRs detektiert,
die lediglich in einer Tumorentitat ver-
mehrt aufgetreten sind. Im Chromosom

17 wurde in Gehirntumorproben zu
14,32 % eine BPR detektiert. In den rest-
lichen Tumorentitaten trat diese jeweils
in weniger als 0,6 % der Proben auf.
Acht der hochspezifischen BPRs konn-
ten auch in den Normalproben mit
einer Haufigkeit von mehr als 5 %
detektiert werden. Die Haufigkeit des
Vorkommens in den Normalproben ist
aber immer geringer als mindestens
eine der Haufigkeiten von den Tumor-
entitaten.

Aufgrund der Ergebnisse der BPR-Be-
stimmung klassifizierten wir die BPRs
in vier verschiedene Gruppen, abhan-
gig von der Haufigkeit des Auftretens
der BPR und ob diese auch in den Nor-
malproben gefunden wurde. Die Ein-
teilung erfolgte in

1. tumorentitatsspezifische BPRs (Hau-
figkeit 2 1 % ausschlieRlich in einer
Tumorentitat (TE) oder 2 1 % in einer
TE und gesundem Gewebe) (2.278 de-
tektierte BPRs),

2. krebsspezifische BPRs (Haufigkeit 2
1 % in mehr als einer TE und in Nor-
malgewebe < 0,5 %) (231 detektierte
BPRs) und

3. die allgemeinen BPRs (Haufigkeit 2 1 %
in mehr als einer TE und 2 0,5 % Nor-
malgewebe) (207 detektierte BPRs).



Die Gruppe der nicht krebsspezifi-
schen BPRs beinhaltet jene, welche
mit einer Haufigkeit von weniger als
1 % in allen Tumorentitaten (72.809
detektierte BPRs) detektiert wurden.

3.3 Vergleich der Bereiche verschiede-
ner Kopienzahl tber verschiedene
Tumorentitédten

Um den eventuellen Einfluss der BPRs
auf die Tumorentstehung und -pro-
gression zu analysieren, wurden die
Genombereiche untersucht, die eine
veranderte Kopienzahl aufweisen, um
festzustellen, ob in diesen bestimmte
Gene lokalisiert sind. Es wurden so-
wohl genomische Bereiche mit verrin-
gerter als auch erhdhter Kopienzahl
identifiziert.

Es konnten insgesamt 563 (10 in
Normalproben) zusammenhdngende
Segmente mit einer von der Referenz
abweichenden Kopienzahl detektiert
werden. Innerhalb dieser Segmente
liegen 20.084 (7 in Normalproben)
verschiedene Gene (proteinkodierend
und nicht proteinkodierend) von de-
nen bei 169 (keine in Normalproben)
bekannt ist, dass sie mit der Tumorge-
nese und -progression in Verbindung
stehen.

In 7 von 8 Tumorentitdten konnte in
Chromosom 16 bei ca. 85 Mbp im Be-
reich des Genes KIAA0513 eine niedri-
gere Kopienzahl als im genomischen

04
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Abb. 3) Bestimmung der strukturellen Verénderungen des Chromosoms 17 der Gehirntumore. Es sind die
Signalintensitéten (log,-Ratios) pro genomischer Position jedes SNPs in Basenpaaren gegeneinander auf-
getragen. Das Grundsignal liegt bei -0,04. Es ist eine deutliche Deletierung des p-Armes und Amplifizierung
des g-Armes erkennbar. Innerhalb der deutlichen Amplifizierung zwischen 6.689 bp und 18.917.915 bp des
p-Armes liegt der kodierende Bereich des Gens TP53 (7.565.097 bp — 7.590.856 bp). Die zugehérige Bruch-

punktregion ist bei 8.917.915 bp bis 19.168.912 bp lokalis

Mittel detektiert werden. Zudem
konnte in diesem Chromosom bei ca.
70 Mbp lediglich in Brustkrebs eine
pragnante Amplifikation detektiert
werden (Erh6hung um bis zu 2,6 vom
Grundsignal) (Abb. 2).

Zusatzlich ist bei Gehirntumorgewe-
ben im Chromosom 17 der Bereich
des p-Arms deletiert (um 0,6 geringer
als das Grundsignal) (Abb. 3). Es konn-
te jedoch auch eine leichte Deletion

o /\—Wr'*"‘"\"j (
e, AT L’I'W

iert.

in Brust-, Kolorektal- und Ovarientu-
morproben (ca. 0,1 geringer als das
Grundsignal) festgestellt werden. Die-
ser Bereich umschliet das Gen TP53.
In Chromosom 8 konnte bei ca. 45
Mbp ein Bereich mit verringerter Ko-
pienzahl in Gehirntumoren (unter 0,3
vom Grundsignal) und eine weniger
ausgepragte bei ca. 6 Mbp identifiziert
werden. In diesem Bereich ist das Gen
RP11-115C21.2 kodiert (Abb. 4).

Bei den Normalgewebeproben ist die
Verdnderung der Kopienzahl immer
geringer als mindestens eine der Ver-
anderungen einer Tumorentitét.

4, Diskussion
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2 .0,25 zwischen Tumorproben und Nor-

E malproben

o -0,3 [IncRNA

2 RP11-115C21.2

9 -0,35 Die von uns durchgefiihrten genom-

- weiten Analysen zeigen, dass die
04 Anzahl der insgesamt ermittelten
-0,45 > Bruchpunktregionen (BPRs) und Be-

N N S N S I\ N Ny & reiche veranderter Kopienzahl in Tu-
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S A WO AN AN N NG NS O morgenomen héher ist als in gesun-

den Genomen. Hierbei ist die Anzahl
der verschiedenen BPRs lber alle Tu-
morproben um ein Vierfaches héher
als bei den Normalproben. Auch der
Vergleich der Anzahl der Segmen-
te verdnderter Kopienzahl zwischen

genomische Position [bp]

Abb. 4) Bestimmung der strukturellen Verdinderungen des Chromosoms 8 der Gehirntumore. Es sind die
Signalintensitdten (log,-Ratios) pro genomischer Position jedes SNPs in Basenpaaren gegeneinander aufge-
tragen. Das Grundsignal liegt bei -0,14. Es ist eine deutliche Deletierung bei 43.778.914 bp bis 46.924.211 bp
und eine weitere weniger spezifische bei ca. 6 Mbp erkennbar. Letzterer Bereich umschlie3t den kodierenden
Bereich des RP11-115C21.2 (Chr. 8: 6261.072 bp - 6.264.663 bp).
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den einzelnen Tumorentitdten und
den Normalproben zeigt, dass diese
bei den Tumorproben héher ist. Dies
konnte auch durch andere Studien
bestatigt werden (Yang et al. 2014,
Beroukhim et al. 2010). Durchschnitt-
lich wurden 70 Segmente pro Tumor-
entitdt ermittelt und nur 10 bei den
Normalproben. Die geringere Anzahl
an BPRs und Segmenten veranderter
Kopienzahl in Normalproben im Ver-
gleich zu Tumorproben unterstitzt
die Aussage, dass genomische Veran-
derungen und vor allem CNVs auch zu
4,8-9,5 % in gesunden Genomen vor-
kommen. Neben dem geringeren Auf-
treten der Segmente veranderter Kopi-
enzahl in den Normalproben konnten
wir innerhalb dieser eine geringere
Anzahl betroffener Gene, die laut Zar-
rei et al. (2015) keinen Einfluss auf den
Phénotyp haben kdnnen, detektieren.
Dabei ist vom besonderen Interesse,
dass keine Gene betroffen waren, die
als tumorassoziiert bekannt sind.

4.2 Vergleich identifizierter BPRs und
Segmente veranderter Kopienzahl
zwischen verschiedenen Tumor-
entitaten

Anhand unserer Analysen konnten glei-
che BPRs und Segmente verdanderter
Kopienzahl in mehreren Tumorenti-
taten gefunden werden. Zur Unter-
suchung, ob es tumorentitéatsspezifi-
sche, krebsspezifische oder allgemeine
genomische Verdnderungen sind,
erfolgte der Vergleich dieser Verdnde-
rungen zwischen den 8 verschiedenen
Tumorentitdten. Dabei konnten wir
feststellen, dass scheinbar Muster bei
den genomweit detektierten BPRs und
Segmenten verdnderter Kopienzahl
existieren.

Hierbei kann die Zuordnung der ermit-
telten BPRs zu einer entsprechenden
Gruppe einen mdoglichen Ansatz bie-
ten, um weitere Erkenntnisse Uber die
komplexen Prozesse der Tumorgenese
und -progression zu erhalten.

Beim Vergleich der drei krebsrelevan-
ten Gruppen ist erkennbar, dass die
meisten BPRs tumorentitdtsspezifisch
sind. Jede Tumorentitat weist zu einem
gewissen Anteil ein individuelles BPR-
Muster auf, was ein Indiz daflir sein
kénnte, dass die Tumorgenese und
-progression zumindest teilweise auf
individuelle genomische Veranderun-
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gen zuriickzufiihren ist. Ein moglicher
Grund hierfir kdnnten gewebsspezi-
fische Unterschiede sein, denn es ist
bekannt, dass jedes Gewebe unter-
schiedlich differenziert ist, sodass ver-
schiedene genomische Bereiche aktiv
sind. Das bewirkt unter anderem eine
unterschiedliche  Replikationshaufig-
keit. Beispielsweise ist die Wahrschein-
lichkeit des Auftretens eines malignen
Herztumors sehr gering, da die Kardio-
myozyten postmitotische Zellen sind
(McAllister & Fenoglio 1978). Folglich
kann die Differenzierung einer Zelle
einen entscheidenden Einfluss auf das
individuelle BPR-Muster haben und so-
mit auch auf die Krebsentstehung und
-progression.

Die am zweithdufigsten vorkommen-
de Gruppe der ermittelten BPRs ist die
krebsspezifische. Die BPRs, die dieser
Klasse zugeordnet werden, sind nur
in Tumorgenomen und nicht in ge-
sunden Genomen detektierbar, sodass
diese Hinweise auf die Mechanismen
der allgemeinen Tumorgenese und
-progression geben kdénnen, die die
gemeinsamen Eigenschaften von ma-
lignen Tumoren (Hallmarks of Cancer)
hervorrufen (Hanahan & Weinberg
2000). Diese konnen bedeutend fiir die
Aufklarung von allgemeinen Krebsri-
sikofaktoren, die die Krebsentstehung
beginstigen, in Bezug auf bestimmte
genomische Positionen sein.

Die allgemeinen BPRs stellen die dritte
krebsrelevante Gruppe dar. Die identifi-
zierten BPRs und Segmente verdnder-
ter Kopienzahl, die in den Tumorpro-
ben vorkommen, sind mitunter auch
in den untersuchten Normalproben
ermittelt worden. Dabei ist erkennbar,
dass teilweise die entsprechenden BPRs
in den Tumorproben mit einer sehr
viel hoéheren Auftrittswahrscheinlich-
keit vorkommen als in den Normal-
proben. Diese Gruppe unterstitzt die
Theorie der fragile sites. Hierbei wird
davon ausgegangen, dass das gesunde
Genom an bestimmten genomischen
Stellen instabiler ist als an anderen. Die
geringere Stabilitdit macht die DNA in
diesen Bereichen anfalliger fir Briiche
(Gorgoulis et al. 2005). Aufgrund der
hohen Teilungsrate der Krebszellen ist
die Wahrscheinlichkeit fiir weitere Brii-
che in diesen Abschnitten sehr hoch.
Dieses Phanomen konnte, wie auch
schon bei beispielsweise Thys et al.
(2015), durch das erhéhte Vorkommen

der von uns ermittelten allgemeinen
BPRs in den einzelnen Tumorentitaten
verifiziert werden.

4.3 Vorliegen von Hotspot-Bereichen

Beim Vergleich der strukturellen Veran-
derungen ist zum einen ein erhdhtes
Auftreten mehrerer benachbarter BPRs
und zum anderen das Uberlappen von
Segmenten gleich verdnderter Kopien-
zahl zu erkennen. Dies impliziert das
Vorkommen von sogenannten Hot-
spot-Bereichen, welche entweder auf
technische, d. h. durch die Auflésung
bzw. das Layout der Detektionsmetho-
de (Affymetrix 2009) oder biologische
Gegebenheiten zurlickgefiihrt wer-
den kénnen. Letztere kdnnen auf das
Vorliegen von fragile sites hindeuten,
welche Genombereiche darstellen, die
aufgrund geringerer Stabilitdt leichter
brechen (Gorgoulis et al. 2005). Unse-
re Ergebnisse und die von Tomasetti &
Vogelstein (2015) (zufélliger Bruch der
DNA) lassen vermuten, dass die DNA
in bestimmten Bereichen anfalliger ist,
zufallig zu brechen.

Zudem ist erwadhnenswert, dass es
scheinbar zwei verschiedene Auspré-
gungsformen von CNVs gibt. Neben
denen, bei denen lediglich Bereiche
mit relativ kleiner Ausdehnung (bis
einige Mbp) betroffen sind (Abb. 4),
konnten vermehrt Strukturvariationen
detektiert werden, bei denen komplet-
te chromosomale Arme einer Kopien-
zahlverdanderung unterlagen (Abb. 2
und 3). Die Bedeutung dieser Ereignis-
se bedarf jedoch noch weiterer Unter-
suchungen.

4.4 Identifizierung von 31
hochspezifischen BPRs

Um die Bedeutung der detektierten
hochspezifischen BPRs einschidtzen zu
konnen, wurden sie mit den identifi-
zierten Segmenten verdnderter Kopi-
enzahl und den potenziell betroffe-
nen Genbereichen verglichen. Dabei
konnten Zusammenhédnge zu sowohl
proteinkodierenden als auch nicht ko-
dierenden Genen (z. B. IncRNA) her-
gestellt werden. Dabei sind 30 % der
identifizierten Gene bereits in Zusam-
menhang mit der Tumorgenese und
-progression gestellt worden.

Die meisten der 31 hochspezifischen



BPRs konnen der allgemeinen Grup-
pe (58 %) zugeordnet werden. Die
hierbei mit der hochsten Auftritts-
wahrscheinlichkeit ermittelte BPR ist
innerhalb des proteinkodierenden
Gens KIAA0513 lokalisiert (Chr. 16:
85.061.374 bp—85.127.836 bp). Es ist
bekannt, dass es eine wichtige Rolle
bei immunologischen, synaptischen
und apoptotischen  Signalwegen
spielt. Somit kdnnte dieses Gen bei
einer Deletion in diesem Bereich, wie
wir sie in 7 der 8 Tumorentitdten und
den Normalproben detektiert haben,
zu einer Stérung der Expression des
Proteins flihren, sodass es der Funk-
tion als Signalmolekul in der Apop-
tose nicht nachkommen (Lauriat et
al. 2006) und somit die Tumorgenese
begiinstigen kann.

25 % der hochspezifischen BPRs kon-
nen den krebsspezifischen BPRs zuge-
ordnet werden. Das Gen RP11-115C21.2
(Chr. 8: 6.261.072 bp—6.264.663 bp),
welches fur eine long non-coding RNA
(Inc RNA) kodiert, liegt unmittelbar
in der N@he einer BPR in Uber 75 %
der TE (> 1 % Vorkommen) und ist in
6 Tumorentitdten innerhalb von ver-
schiedenen deletierten Segmenten
lokalisiert. In den letzten Jahren wur-
de die Bedeutung der Inc RNAs fur die
Tumor- und Mutagenese aufgedeckt.
Diese kdnnen entweder als Onkogene
oder als Tumorsuppressorgene wir-
ken, indem sie die Chromatinstruk-
tur verandern (Gutschner et al. 2013,
Gutschner & Diederichs 2012) und die
Transkription von proteinkodierenden
Genen beeinflussen kénnen (Huarte
et al. 2010). Aufgrund unserer Analy-
sen lasst sich vermuten, dass aufgrund
des in diesem Genbereich ermittelten
deletierten Segments zellzyklus- oder
apoptoseregulierende Eigenschaften
(Xue et al. 2012) verloren gehen und
somit das Gen RP11-115C21.2 als Tu-
morsuppressor wirkt.

Lediglich 16 % der 31 hochspezifi-
schen BPRs kdnnen den tumoren-
titatsspezifischen BPRs zugeordnet
werden. Dies ldsst vermuten, dass je
signifikanter eine BPR ist, desto hoher
ist die Wahrscheinlichkeit, dass die-
se in mehreren Tumorentitdten vor-
kommt. Dies wurde schon von einer
Studie zu somatischen Kopienalte-
rationen vermutet (Beroukhim et al.
2010), sodass moglicherweise die ge-
nomischen Veranderungen, die eine

Krebserkrankung beglinstigen, bei
den verschiedenen Tumorentitdten
sehr dhnlich und nur einige wenige
individuelle genomische Veranderun-
gen kennzeichnend fir die einzelnen
Tumorentitaten sind.

Eine der hochsperzifischen BPRs auf
Chr. 17 ist nur in den Gehirntumoren
mit ausreichender Haufigkeit detektiert
worden. In drei weiteren Tumorentité-
ten ist der komplette Bereich deletiert.
Es konnten mehrere tumorassoziierte
Gene detektiert werden, die in diesem
Bereich potenziell beeinflusst wer-
den. Das bekannteste Gen ist das TP53
(7.565.097 bp—7.590.856 bp), welches
den Tumorsuppressor p53 kodiert. Die-
ser hat wichtige Funktionen in der Auf-
rechterhaltung des Zellzyklus, in der
Regelung der Apoptose sowie des Alte-
rungsprozesses, bei DNA-Reparaturen
und Veranderungen des Metabolismus
(Lane 1992, Peifer et al. 2012). Zudem
ist an diesem Beispiel erkennbar, dass
aufgrund der hohen strikten Bedin-
gungen zur Detektion von spezifischen
BPRs lediglich in einer Tumorentitat
eine BPR detektiert wurde, jedoch noch
in weiteren Tumorentitaten Bereiche
verdnderter Kopienzahl identifiziert
wurden. Diese Schwellenwerte wur-
den jedoch gewdhlt, um lediglich die
hochspezifischen BPRs fur eine Mus-
tererkennung nutzen zu kénnen.
Diese Auswahl an Beispielen zeigt, dass
die Pipeline geeignet ist, um einen ers-
ten Eindruck Uber potenzielle Bruch-
punkt-Muster in malignen Tumorge-
nomen bekommen zu kdénnen und
dass sich die Ergebnisse mit den in der
Literatur beschriebenen Erkenntnissen
bestatigen lassen. Somit kann die hier
beschriebene Methode genutzt wer-
den, um neue Einsichten in die Tumor-
genese zu gewinnen.

5. Ausblick

Die hier identifizierten Bruchpunkt-
regionen (BPRs) missen noch weiter
analysiert und prazisiert werden, da
aufgrund des SNP-Array-Layouts nicht
alle Bereiche des Genoms abgedeckt
sind, sodass nicht alle genomischen
Bereiche auf Bruchpunkt- und CNV-
Regionen untersucht werden konnten.
Des Weiteren nehmen die ermittelten
Bruchpunkt- und CNV-Regionen teil-
weise sehr weite Bereiche des Genoms
ein. Mit Hilfe der Analyse von Whole-

Genome-Sequenzierungs-Daten und
Whole-Exome-Sequenzierungs-Daten
(z. B. aus dem Projekt The Cancer
Genome Atlas (TCGA)) konnen die
Bruchpunkt- und CNV-Regionen ba-
sengenau bestimmt werden, womit
eine genauere Aussage Uber den Ein-
fluss solcher genomischer Muster auf
die Tumorgenese und -progression
moglich ist. Damit kdnnen potenziell
kritische Gene identifiziert werden,
die eine entscheidende Rolle fir die
Krebspradisposition spielen. Die ermit-
telten genomischen Muster kénnen
sowohl Hinweise auf eine mogliche fa-
milidre Krebspradisposition liefern als
auch als diagnostische Marker fur die
Tumorcharakterisierung dienen. Somit
widre eine personalisierte Vorsorge,
Behandlung und Nachsorge von Pa-
tienten mdéglich und die Grundlagen
far die Entwicklung wesentlich zeitef-
fizienterer, kostenglinstigerer und risi-
kodarmerer Praventions- und Diagnose-
verfahren geschaffen, sodass lediglich
eine Blutuntersuchung eine patienten-
spezifische Krebspravention, -diagno-
se und -therapie ermdglichen kann. So
kénnten die Heilungschancen der Be-
troffenen verbessert werden, da friih-
zeitig eine Behandlung begonnen und
die Uberlebensrate gesteigert werden
kann, bevor erste sichtbare Symptome
erkennbar sind.

Die aus diesem Projekt gewonnenen Er-
kenntnisse kdnnen somit die Grundla-
ge auf dem Weg zur Entwicklung effek-
tiverer praventiver, diagnostischer und
therapeutischer MafRnahmen bilden,
um so die Zahl der Neuerkrankungen
und Todesfalle bei malignen Tumorer-
krankungen zu minimieren sowie die
Uberlebensrate der Betroffenen zu er-
hoéhen.
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