Bearbeitungshinweise

v

Um zur nachsten Folie zu gelangen und um die Darstellung aller Animationen zu
gewahrleisten, klicken Sie bitte in die ,,Hauptfolie” und nicht in die Gliederung!

v

Falls sich dieses Icon auf den Folien befindet, sehen Sie unter ,Anhdange” die

entsprechenden Inhalte. Die ,,Anhange” finden Sie oben rechts.

v

Falls sich dieses Icon auf den Folien befindet, sehen Sie unter , Notizen” oben rechts im

Player die entsprechenden Foliennotizen der Referentin oder des Referenten hinterlegt.

v

Befindet sich neben einer Grafik, einer Tabelle o. d. das Lupen-Symbol, so erscheint per

Klick auf das entsprechende Objekt eine vergroRerte Ansicht bzw. eine Animation!




Praambel

Die onlinebasierte Fortbildung richtet sich insbesondere an arztliche Mitarbeitende aus zertifizierten Brustkrebszentren und
Gynakologischen Krebszentren, die eine Kooperation mit einem Zentrum fir familiaren Brust- und Eierstockkrebs anstreben oder
bereits abgeschlossen haben. Als Teilnehmende an der onlinebasierten Fortbildung erhalten Sie alle relevanten Informationen und
Lerninhalte, die fiir Ihre Kooperation und lhre aktive Beteiligung an der Aufklarung zur genetischen Untersuchung lhrer Patientinnen
und Patienten notig sind.

Die onlinebasierte Fortbildung besteht aus zwei Teilen: aus Online-Vortragen sowie einer Hospitation in einem Zentrum fir familiaren
Brust- und Eierstockkrebs. Im Anschluss an die Vortrage bieten wir Ihnen eine kurze Wissensabfrage an, bei der eine Rate von 70 %
richtiger Antworten erforderlich ist. Nach erfolgreicher Teilnahme an den Vortragen und der Wissensabfrage wird lhnen innerhalb
weniger Tage eine Bestatigung an lhre E-Mail-Adresse zugesandt. Bitte bringen Sie diese Bestatigung sowie das Formular zum
Hospitationsnachweis (auf der Lernplattform zu finden) zur Hospitation in dem Zentrum fir familidren Brust- und Eierstockkrebs mit,
mit dem lhre Klinik einen Kooperationsvertrag abschlieBen mochte bzw. bereits abgeschlossen hat. Die Terminabstimmung fur die
Hospitationen konnen Sie selbst flexibel vornehmen (Kontaktdaten der Zentren finden Sie auf der Lernplattform). Im Anschluss an die
Hospitation kénnen Sie sich dann mit dem unterschriebenen und eingescannten Dokument ,,Hospitationsnachweis” bei der Deutschen
Krebsgesellschaft e. V. melden, um das finale Zertifikat zu erhalten, das 2 Jahre giiltig ist (Kontaktdaten auf der Lernplattform).

Das Vorliegen eines glltigen Zertifikats bei mindestens einer arztlichen Mitarbeiterin bzw. einem arztlichen Mitarbeiter ist eine der
Voraussetzungen flir den Abschluss bzw. die Aufrechterhaltung eines Kooperationsvertrages mit einem Zentrum fiir familiaren Brust-
und Eierstockkrebs .

Wir hoffen, dass IThnen unser neues Lernformat gefallt und wiinschen Ihnen eine interessante Fortbildung und viel Erfolg!
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Lerninhalte

Nach erfolgreicher Absolvierung dieses Lernmoduls...

kennen Sie die Terminologie der genetischen Untersuchungen.

kennen Sie die klinisch relevanten Mutationstypen.

kdnnen Sie diese anhand der HGVS (= Human Genome Variation Society) Nomenklatur beschreiben.

konnen Sie die Qualitat eines Genbefundes bewerten.




Terminologie bei genetischen Untersuchungen

Untersuchte Person Untersuchung Untersuchungsart Ergebnis
[Mutationssuche] —
diagnostische o positiv
[ Erkrankte |— | genetische — oder
Untersuchung RN e -
nicht informativ
gezielte genetische
Testung

ositiv
gezielte genetische 7B
pradiktive -~ Testung ™~ negativ
[Nicht-Erkrankte — 7| genetische
Untersuchung I [ positiv
[ Mutationssuche ]
nicht informativ




HGVS-Nomenklatur

autorisiert von:

Human Genome Variation Society (HGVS)
Human Variom Project (HVP)

HUman Genome Organization (HUGO)

WWW.hgvs.org

Nomenklatur-Updates werden veroffentlicht:

Volume 37, Issue 6

Human Mutation HGVS)

®  Special Issue: 25 Years of
4 Discovery in Human Genetics

June 2016
Pages 564-569

Variation, Informatics, and Disease T T

Special Article | @ Free Access

HGVS Recommendations for the Description of Sequence
Variants: 2016 Update

Johan T. den Dunnen, Raymond Dalgleish, Donna R. Maglott, Reece K. Hart, Marc S. Greenblatt,
Jean McGowan-Jordan, Anne-Francoise Roux, Timothy Smith, Stylianos E. Antonarakis.
Peter E.M. Taschner,

on behalf of the Human Genome Variation Society (HGVS), the Human Variome Project (HVP), and the
Human Genome Organisation (HUGO)



http://www.hgvs.org/

Allgemeine Empfehlungen der HGVS-Nomenklatur

Die Bezeichnung der Sequenzvarianten werden auf DNA-Ebene angegeben, in Bezug auf eine Referenzsequenz

c. = codierende Sequenz
- experimentell bestimmt -

RNA- und / oder Protein-Bezeichnungen kénnen als Zusatz erfolgen

p. = (Protein Sequenz)

- theoretisch abgeleitet -




Aufbau eines Gens

Ende der
Transkription

Gen (DNA) |—>Transkriptionsstart

’

Exon Intron Intron Exon Intron

Promotor = Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren und Proteine, die fiir die Genregulation verantwortlich
sind
Exon = kodierender Bereich eines Gens

nicht kodierender Bereich

Intron

Transkription Umschreiben von DNA in RNA (Synthese von RNA)

In der Regel wird genomische DNA amplifiziert, d.h. Exons mit den flankierenden intronischen Bereichen.




Bestimmung der Nukleotid- und Proteinposition

Ende der
Gen (DNA) |—>Transkriptionsstart ’ Transkription

Exon Intron Exon Intron Exon Intron
c.-10 c.1 c.10 Nukleotidposition

GGTGAGCCTGCGATGCGCGGGAAGA  Nukleotid

p.1 p.2 p.3 p.4 Aminosaureposition

Die Basen Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (T) werden vom Start-Codon, ATG bis zum
letzten Exon (Stopp-Codon) durchgezahlt. Die Aminosauren entsprechend im Triplett nummeriert.

Exon- / Intron-Grenzen werden mit + bzw. — angegeben.




Genetischer Code

Drei Basen (Codon, Triplett) codieren
eine Aminosaure:

- GGA wird zu Glycin (Gly, G)
- TTC (UUC) wird zu Phenylalanin (Phe, F)

- ATG (AUG) wird zu Methionin (Met, M) Start

Hinweis: nach HGVS Nomenklatur werden Aminosauren im Dreibuch-
staben Code angegeben

- TAA (UAA) wird zu Stopp
- TAG (UAG) wird zu Stopp
- TGA (UGA) wird zu Stopp

- Thymin (T) wird in der RNA durch Uracil (U) ersetzt.

fihrt zum Abbruch der Proteinbiosynthese




Systematische Einteilung der Mutationen

1. Punktmutation (Nukleotidaustausch, Substitution)

. stille Mutation (synonyme Veranderung)
. missense Mutation (nicht synonyme Veranderung)
. nonsense Mutation

2. Deletion, Duplikation und Insertion (Anderung der Basenanzahl)

3. SpleiBmutation (Verédnderung im Ablauf des SpleiRmechanismus)

2. CNV= Copy Number Variation (groRe Deletion/Duplikation)




Punktmutationen (Nukleotidaustausch, Substitution)

TTA CGA TCT Wildtyp-Sequenz

leu Arg Ser Aminosdure-Sequenz
TTA CGA TCA stille Mutation

leu Arg Ser kein Aminosaureaustausch

TTA CGA TTT Missense-Mutation

Leu Arg Phe Aminosaureaustausch Ser - Phe

TTA TGA TCT
Leu Stopp-Codon (TAG, TAA, TGA) entsteht




Beispiel: Punktmutation - Missense

Gen (DNA) r'Transkriptionsstart ’ 'T':adnilflr?;tion
Exon Intron Exon Intron
c.-|10 c|.1 CA7 c|.10 Nukleotidposition
GGTGAGCCTGCGATGCGUGLGAAGA Nukleotid
_ Met | Arg |(Gly )| Lys Aminosaure
p.1 p.2 @ p.4 Aminosdureposition
Eine Punktmutation an Nukleotidposition 7 fiihrt zum Austausch
C.7G>A, p'( 3Arg) von Guanin (G) zu Adenin (A)

sowie zum Aminosaureaustausch von Glycin zu Arginin an
Position 3.




Systematische Einteilung der Mutationen

1. Punktmutation (Nukleotidaustausch, Substitution)

. stille Mutation (synonyme Veranderung)
. missense Mutation (nicht synonyme Veranderung)
. nonsense Mutation

2. Deletion, Duplikation und Insertion (Anderung der Basenanzahl)

3. SpleiBmutation (Verédnderung im Ablauf des SpleiRmechanismus)

2. CNV= Copy Number Variation (groRe Deletion/Duplikation)




Deletion — Duplikation — Insertion

TTA CGA TCT
Leu Arg  Ser

TTA CGA TCT
Leu Arg  Ser

TTA CGA TCT
Leu Arg  Ser

TTA CGA TCT
Leu Arg Ser

TTA CGA TCT
Leu Arg  Ser

TTA CGA TCT

Leu Arg

TAC GAT CTT

Tyr Asp

CGA TCT

+etw-| Arg

TTT ACG ATC

Phe Thr

TTA CTG ATC
Leu Leu

A GTX

TTT A

TTT A

Wildtyp-Sequenz

Aminos.-Sequenz

Deletion T

Deletion TTA

Duplikation T

Insertion T

Ist die Anzahl der
deletierten, duplizierten
oder inserierten Nukleotide
durch die Zahl 3 teilbar,
kommt es zu keiner
Verschiebung des Leserasters
(in frame-Mutation). Ist die
Anzahl dagegen nicht durch
3 teilbar, kommt es zu einer
Verschiebung des
Leserasters, zu einem
verfriihten Stopp-Codon und
folglich zum Abbruch der
Proteinsynthese (frameshift-
Mutation).




Systematische Einteilung der Mutationen

1. Punktmutation (Nukleotidaustausch, Substitution)

. stille Mutation (synonyme Veranderung)
. missense Mutation (nicht synonyme Veranderung)
. nonsense Mutation

2. Deletion, Duplikation und Insertion (Anderung der Basenanzahl)

3. SpleiBmutation (Verdnderung im Ablauf des SpleiRmechanismus)

2. CNV= Copy Number Variation (groRe Deletion/Duplikation)




Prozess des SpleiRens und SpleiBmutationen

5l

Invariante Spleif3-Stellen:

3‘-SpleiR-Stelle

Verzweigungsstelle
(Branch-Point)

5‘-SpleiR-Stelle

Exon 1

Exon 2

3l

Verlust eines Exons
Exon skipping

Erhalt eines Introns
Intron retention
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Systematische Einteilung der Mutationen

1. Punktmutation (Nukleotidaustausch, Substitution)

. stille Mutation (synonyme Veranderung)
. missense Mutation (nicht synonyme Veranderung)
. nonsense Mutation

2. Deletion, Duplikation und Insertion (Anderung der Basenanzahl)

3. SpleiBmutation (Verédnderung im Ablauf des SpleiRmechanismus)

4. CNV= Copy Number Variation (groRe Deletion/Duplikation)




Copy Number Variations

Variationen in der Kopienzahl von genomischen Regionen

» Duplikationen, Deletionen von > 1kb bis zu mehreren Mbs

Duplikation I I




GroRe Deletionen/Duplikationen (large rearrangements)

Exon 2 Exon 3

REeRA] | wildtyp

‘ intragenische Duplikation

Exon 2 Exon 3 Exon 3 -:

‘ intragenische Deletion




Zusammenfassung HGVS-Nomenklatur fiir Sequenzvarianten

Mutationstyp HGVS Folge / Auswirkung
Substitution c.3396A>G Obwohl Basenaustausch, keine Anderung
Stille Mutation p.(Lys1132=) der Translation des Codes
(synonyme Veranderung) Aber: Je nach Position der stillen Mutation,
Bsp: BRCA2, Exon 11 Beeinflussung des SpleiBvorgangs moglich
Substitution c.8871A>T Basenveranderung im Codon fuhrt zum
Missense Mutation p.(GIn2957His) Aminosaureaustausch.

(nicht synonyme
Veranderung)

Bsp.: BRCAZ, Exon 22

Durch Basenveranderung entsteht ein
Substitution c.34C>T vorzeitiges oder verspatetes Termina-
Nonsense Mutation p.(GIn12%) tionssignal, die Proteinbiosynthese wird
Bsp.: BRCA1, Exon 2 vorzeitig beendet.




Zusammenfassung HGVS-Nomenklatur fiir Sequenzvarianten

Mutationstyp

Deletion (frameshift)
Bsp. BRCAI, Exon 11

Deletion (in frame)
Bsp. BRCA1, Exon 11

Duplikation
Bsp. BRCA1, Exon 20

Insertion
Bsp. BRCA1, Exon 6

HGVS

c.1504 1508del
p.(Leu502Alafs*2)

c.1504_1506del
p.(Leu502del)

c.5266dup
p.(GIn1756Profs*74)

c.229 230insGTCAACTTGTT
oder

c.229 230ins11
p.(Thr77Serfs*15)

Folge /Auswirkung

Ausfall von 5 Nukleotiden (TTAAA),
Anderung der Abfolge der Basen und
der Aminosauren, frameshift

Ausfall von 3 Nukleotiden (TTA),
Anderung der Abfolge der Basen und
der Aminosauren, Kein frameshift

2 faches Auftreten einzelner oder
mehrerer Basen (C),
frameshift

Einfigen von 11 Nukleotiden
(GTCAACTTGTT), Anderung der
Abfolge der Basen und der
Aminosauren, frameshift




Zusammenfassung HGVS-Nomenklatur flir Sequenzvarianten

Mutationstyp

SpleiBmutation
Bsp. BRCAL, Intron 15

CNV
Bsp. BRCA1, del Exon 3

HGVS

c.4675+1G>A

c.(80+1 81-1) (134+1 135-1)del

Folge /Auswirkung

Signalsequenzen flr das
Spleifsen von Exons und
Introns werden erzeugt oder
zerstort.

Verlust von Exon 3 inklusiv.
angrenzendes Intron 2 u. 3




Qualitatsmerkmale eines molekulargenetischen Berichts

*  Die molekulargenetische Analyse wird in einem akkreditierten Labor durchgefiihrt, der molekulargenetische Bericht enthalt das Logo der

Internationalen und Deutschen Akkreditierungsstelle. S,
fosae (( DAKKS

NN Deutsche
st Akkreditierungsstelle
D-ML-13253-06-00

° Dieidentifizierte Sequenzvariante wird nach den Richtlinien der HGVS-Nomenklatur beschrieben.
° DieKlassifizierung der Sequenzvarianten erfolgt gemaR:

Plon et al.,, Hum Mutat. 2008 Nov; 29(1): 1282-1291.
Beschreibung des biologischen Effekts der Variante

Class 1: > 99 % neutral

Class 2: 2 95 % neutral

Class 3: unklare Signifikanz

Class 4: 2 95 % Funktionsverlust

Class 5: > 99 % Funktionsverlust

*  Die Bewertungder Varianten erfolgt anhand der ENIGMA Kriterien und der ACMG Guidelines (https://enigmaconsortium.org/und
Richards, S. et al., 2015, Genet Med; Hauke, J. et al., 2021, Senologie.), wissenschaftliche Publikationen werden zitiert.

° Angabe der im Labor durchgefiihrten Methoden zur molekulargenetischen Analyse.

°*  Angebot eines Recall-Systems bei Reklassifizierung einer Sequenzvariante, um ggf. die Behandlung und Betreuung der Betroffenen
anzupassen.




Zusammenfassung

Eine einheitliche, standardisierte Beschreibung von Sequenzvarianten erfolgt nach den Empfehlungen der HGVS-
(Human Genome Variation Society) Nomenklatur. Hierdurch wird ein internationaler Standard in der DNA-Diagnostik
gesetzt, molekulargenetische Berichte sind vergleichbar.

Veranderungen in der Sequenzabfolge der DNA (Mutation) kdnnen systematisch eingeteilt werden in:
°  Punktmutation (Nukleotidaustausch, Substitution)

* Deletion, Duplikation und Insertion (Anderung der Basenanzahl)

* SpleiBmutation (Veranderung im Ablauf des Spleilmechanismus)

®* CNV= Copy Number Variation (groRe Deletion /Duplikation)

Die Qualitat eines molekulargenetischen Berichts zeichnet sich aus durch eine:
* Molekulargenetische Analyse in einem akkreditierten Labor
° Beschreibung der Sequenzvariante nach HGVS

°* Bewertung der Sequenzvariante nach ENIGMA und ACMG Kriterien, Klassifizierung nach Plon et al., 2008 und
Angabe von aktuellen Publikationen

* Angebot eines Recall-Systems bei Reklassifizierung einer Sequenzvariante
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° Plon, S. E. et al. (2008): Sequence variant classification and reporting: recommendations for improving the
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° Richards, S. et al. (2015): Standards and guidelines for the interpretation of sequence variants: a joint consensus
recommendation of the American College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular
Pathology, in Genet Med., 17(5): 405-424.
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Impressum

Die onlinebasierte Fortbildung ,Familiarer Brust- und Eierstockkrebs” wurde — mit Forderung des Bundesministeriums
flir Gesundheit aufgrund eines Beschlusses des Deutschen Bundestages durch die Bundesregierung — durch die DKG e.
V. und das Deutsche Konsortium Familiarer Brust- und Eierstockkrebs (Projektleitung: PD Dr. Wesselmann, DKG e. V. und
Prof. Dr. Rita Schmutzler, Koordinatorin Deutsches Konsortium Familiarer Brust- und Eierstockkrebs) konzipiert.

Die Inhalte des Curriculums wurden durch die Arbeitsgemeinschaft Curriculum des Deutschen Konsortiums entwickelt,
basierend auf den Vorarbeiten am Zentrum Familiarer Brust- und Eierstockkrebs der Uniklinik K6In unter der Leitung
von Prof. Dr. Rita Schmutzler und Prof. Dr. Kerstin Rhiem.

© Schulungsinhalte: Universitatsklinikum Koln, UKK (fir das Deutsche Konsortium Familiarer Brust- und Eierstockkrebs, DK)

© elearning Format: UKK (fur DK) und DKG e. V.

Die Inhalte dieser Prasentation sind urheberrechtlich geschitzt. Jegliche Verwendung und/oder Weiterverarbeitung der
geschitzten Inhalte ist untersagt bzw. bedarf der Genehmigung der Urheber.
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