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Cancer incidence and spectrum among children
with genetically confirmed Beckwith-Wiedemann
spectrum in Germany: a retrospective cohort study

Stimeyye Cokti', Claudia Spix?, Melanie Kaiser?, Jasmin Beygo®, Stephanie Kleinle*, Nadine Bachmann®%, Nicolai Kohlschmidt’,
Dirk Prawitt®, Alf Beckmann®, Ruediger Klaes'®, Claudia Nevinny-Stickel-Hinzpeter'', Steffi Dohnert'?, Cornelia Kraus'?,

Gundula Kadgien'#, Inga Vater'®, Saskia Biskup'®, Michael Kutsche'’, Jirgen Kohlhase'®, Thomas Eggermann'®, Martin Zenker®® and
Christian P. Kratz'

BACKGROUND: Beckwith-Wiedemann syndrome (BWS) is a cancer predisposition syndrome caused by defects on chromosome
11p15.5. The quantitative cancer risks in BWS patients depend on the underlying (epi)genotype but have not yet been assessed in a
population-based manner.

METHODS: We identified a group of 321 individuals with a molecularly confirmed diagnosis of BWS and analysed the cancer
incidence up to age 15 years and cancer spectrum by matching their data with the German Childhood Cancer Registry.
RESULTS: We observed 13 cases of cancer in the entire BWS cohort vs 0.4 expected. This corresponds to a 33-fold increased risk
(standardised incidence ratio (SIR) = 32.6; 95% confidence interval = 17.3-55.7). The specific cancers included hepatoblastoma (n =
6); nephroblastoma (n = 4); astrocytoma (n = 1); neuroblastoma (n = 1) and adrenocortical carcinoma (n = 1). The cancer SIR was
highest in patients with a paternal uniparental disomy of 11p15.5 (UPDpat). A high cancer risk remained when cases of cancer
diagnosed prior to the BWS diagnosis were excluded.

CONCLUSIONS: This study confirms an increased cancer risk in children with BWS. Our findings suggest that the highest cancer risk
is associated with UPDpat. We were unable to confirm an excessive cancer risk in patients with IC1 gain of methylation (IC1-GOM)
and this finding requires further investigation.

British Journal of Cancer https://doi.org/10.1038/s41416-020-0911-x

BACKGROUND
Beckwith-Wiedemann Syndrome (BWS; MIM 130650) is a multi-

IGF2 genes, while the expression of CDKN1C, KCNQ10T1 and
KCNQT is under the control of IC2 (KCNQTOT7:TSS DMR).! The term

system human imprinting disorder. Characteristic features are
macrosomia, macroglossia, visceromegaly, abdominal wall defects,
neonatal hypoglycaemia and an increased occurrence of embry-
onal tumours." The prevalence is estimated to be 1:10,000 live
births. BWS is caused by genetic or epigenetic defects of the
Imprinting Centers (IC) in the chromosome 11p15.5 region. The

Beckwith-Wiedemann spectrum (BWSp) describes “classical BWS
without a molecular diagnosis and BWS-related phenotypes with
an 11p15.5 molecular anomaly”.!

The molecular BWSp subgroups are: (a) KCNQTOTI:TSS
DMR (IC2) loss of methylation (IC2-LOM); (b) chromosome

11p15.5 paternal uniparental disomy (UPDpat); (c) H19/IGF2:IG

IC1 (H19/IGF2:|G DMR) regulates the expression of the H19 and DMR (IC1) gain of methylation (IC1-GOM); (d) pathoge-
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netic variants in CDKNT1C and (e) deletions/duplications of
11p15.5.3

The previously reported cancer incidences in BWSp children
range from 2.5 to 28.6%.*° Different authors described an (epi)
genotype-phenotype correlation and reported that BWSp patients
with IC1-GOM and UPDpat have the highest cancer risk.” The most
common cancers associated with BWSp are nephroblastoma and
hepatoblastoma.* More rare cancers described in children with
BWSp include acute lymphoblastic leukaemia,®® adrenocortical
carcinoma,'® hemangiotheloma,’’ melanoma,”'? neuroblastoma
and ganglioneuroblastoma,’ pancreatoblastoma,'® phaeochromo-
cytoma,'® rhabdomyosarcoma'® and thyroid cancer.'® The pub-
lished overall childhood cancer risk in the various subgroups are
the following: IC2-LOM 2.6%, IC1-GOM 28.1% (mainly Wilms
tumour), UPDpat 16% (mainly Wilms tumour and hepatoblas-
toma), CDKN1C pathogenic variant 6.9% (mainly neuroblastoma)
(reviewed in"). Substantially higher overall cancer risks were found
in a recent cohort study (IC2-LOM: 4.4%; IC1-GOM: 51.6%; UPDpat:
29.7%)."

However, the cancer risk in BWSp with various subtypes has not
yet been quantified in a population-based manner. Therefore, we
investigated the occurrence of childhood cancer among indivi-
duals from Germany with a genetically confirmed diagnosis of
BWSp diagnosed between 2006 and 2018 by matching their data
with the German Childhood Cancer Registry (GCCR).'®

METHODS

We performed a systematic survey among molecular genetic
laboratories in Germany that offer BWSp testing. Nineteen
different institutions were identified, of which 17 provided their
data. One communicated that they had no molecularly confirmed
cases. Another one did not respond. Generally, genetic testing was
performed by methylation-specific multiplex ligation-dependent
probe amplification (MS MLPA; Kit ME030, MRC Holland,
Amsterdam, The Netherlands), and this assay includes both copy
number and methylation analysis. Thus, duplications and UPD can
be discriminated. A total of 321 individuals with molecularly
confirmed BWSp were identified. We investigated the occurrence
of childhood cancer in this cohort by matching their data with the
GCCR.'"® We also included an analysis of both benign and
malignant tumours of the central nervous system (the GCCR only
collects benign tumours from the CNS, but not from other
regions). The study was approved by the ethical review committee
at the Hannover Medical School (#3281-2016). The matching
procedure has been described elsewhere.'® Briefly, molecularly
defined cases of BWSp confirmed between 1 January 2006 and 31
December 2018 were identified at 17 main German laboratories
that offer molecular genetic testing for BWSp. Using names and
dates of birth, we matched laboratory-diagnosed cases of BWSp
with the database of the GCCR (59,205 childhood cancer patients
at cut-off date). As described previously, the GCCR registers ~97%
of all German childhood malignancies diagnosed at an age of up
to 15 years in Germany since 1980.'% All diagnoses defined in the
International Classification of Childhood Cancer, Third edition are
registered systematically.?

The personal identifiers from individuals confirmed as having
BWSp by the laboratories were encrypted using the same
asymmetric key that is employed by GCCR. A matching procedure
identified individuals with BWSp and childhood cancer, as
described previously.'>?' We accumulated person-years of obser-
vation from birth to date of last follow-up, as described
previously.'®?' Person-years of observation were left censored
before 1 January 1980 and were observed through 31 December
2018, or right censored at cancer diagnosis, or their 15th birthday,
or their death, if recorded, whichever occurred first. Vital status
information in the laboratory data was incomplete; individuals
without a specified status were assumed to be alive at the cut-off

by default. All cancer cases younger than 15 years from the
registry with an encrypted name between 1980 and 2018 were
included in the matching procedure. Comparisons are presented
as standardised incidence ratios (SIRs) with an exact 95%
confidence interval (Cl), as described previously."®?' Expected
values were derived from the same subset of the GCCR data,
which was used for the matching procedure.’® SIRs were
compared as described elsewhere.?

RESULTS

We identified 321 individuals with a molecularly confirmed
diagnosis of BWSp whose childhood period overlapped with the
GCCR activity. Laboratory tests were conducted between 2006 and
2018. The following epigenetic and genetic defects were
identified in peripheral blood: IC2-LOM (n =208), UPDpat (n=
64), IC1-GOM (n = 31), duplication/deletion (n = 12), pathogenetic
variant in CDKNT1C (n=6). This distribution is similar to the
distribution known from other BWSp cohorts.>™”

The 321 BWSp patients included in the final analytic data file
contributed 2306.6 person-years of observation. Birth years
ranged from 1978 to 2018. Age at genetic testing ranged from
0 to 38 years. The male-to-female ratio was 0.84. Thirteen patients
with cancer, presenting between 1989 and 2018 and diagnosed
with a BWSp-causing molecular defect between the years 2006
and 2018 were identified in the BWSp cohort (Table 1).

On the basis of all person-years and the age distribution of the
studied population, 0.4 cases of childhood cancer, all sites
combined, would be expected vs 13 observed, a 33-fold increase
(SIR=32.6; 95% Cl = 17.3-55.7) (Table 2). Age at diagnosis ranged
from 0 to 3.8 years. The childhood cancer risk in BWSp patients
due to UPDpat was 153-fold increased (SIR=152.5, 95% Cl=
73.1-280.5), whereas patients with IC2-LOM had an 11-fold (SIR =
11.4, 95% Cl=2.3-33.2) increased risk. There were no cancers

Table 1. Description of the 13 individuals with BWSp who developed
cancer.
Patient Sex Age Epigenetic Neoplasm (age in months)
(months) at mutation
genetic
testing
1 M 6 1C2-LOM Astrocytoma (45)
2° F o° UPDpat Neuroblastoma &
Ganglioneuroblastoma (0
32 F 40 UPDpat Hepatoblastoma (5)
42 M 14 UPDpat Nephroblastoma (12)
52 F 143 UPDpat Adrenocortical
carcinoma (10)
6° M 63 UPDpat Hepatoblastoma (3)
7 F 3 IC2-LOM Hepatoblastoma (12)
82 F 6 1C2-LOM Nephroblastoma (3)
9? M 349 (29y) UPDpat Nephroblastoma (41)
10° M 277 (23y) UPDpat Hepatoblastoma (10)
11 M 3 UPDpat Hepatoblastoma (7)
12 F 7 UPDpat Nephroblastoma (7)
13° M 1 UPDpat Hepatoblastoma (0)

F female, M male, IC2-LOM 1C2 loss of methylation, UPDpat paternal
uniparental disomy of 11p15.5, y years.

%Excluded cases for sensitivity analysis (see results): In these patients the
positive cancer history may have prompted molecular testing for BWSp.
®The newborn had the tumour diagnosis a few days before the BWSp
diagnosis.
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Table 2. Molecular subgroup-dependent categorisation of BWSp patients identified in the 17 participating laboratories.

Cases of cancer®
Molecular diagnosis N Observed Expected PY SIR, 95% ClI Cancer risk up to 15th birthday (%)
Sum 321 13 0.3991 2306.6 326 (17.3-55.7) 4.4
1C2-LOM 208 3 0.2639 1515.9 11.4 (2.3-33.2) 1.6
UPDpat 64 10 0.0656 361.4 152.5 (73.1-280.5) 17.6
1IC1-GOM 31 0 0.0449 268.9 0.0 (0.0-82.2) 0.0
Dup/Del 12 0 0.0168 106.7 0.0 (0.0-219.9) 0.0
CDKN1C 6 0 0.0079 53.6 0.0 (0.0-465.7) 0.0
Cl confidence interval, Dup duplication, Del deletion, IC imprinting center, IC1-GOM IC1 gain of methylation, IC2-LOM IC2 loss of methylation, PY person-years,
SIR standardised incidence ratio, UPDpat paternal uniparental disomy of 11p15.5.
“Data from the German Childhood Cancer Registry (see Materials and Methods for details).

observed either among the 31 IC1-GOM patients (268.9 PY; 0.0449
cases expected), the 12 duplication/deletion patients or the six
patients with a pathogenetic variant in CDKN1C. The cancer risk up
to the 15th birthday was 4.4% in the entire cohort, 17.6% for
patients with UPDpat and 1.6% for patients with 1C2-LOM.

SIRs of selected cancers in individuals with BWSp by cancer type
are given in Table 3. High SIRs were observed for hepatoblastoma
(UPDpat: SIR=3128.7, 95% Cl=1015.9-7301.2; IC2-LOM: SIR=
174.1, 95% Cl = 4.4-970.1), nephroblastoma (UPDpat: SIR = 575.1,
95% Cl = 118.6-1680.5; IC2-LOM: SIR = 51.5, 95% Cl = 1.30-287.0)
and adrenocortical carcinoma (UPDpat: SIR =10639.9, 95% Cl =
269.4-59281.7).

To reduce selection bias, we conducted a sensitivity analysis by
excluding the nine cases in whom the cancer diagnosis was made
prior to the molecular BWSp (excluded cases are marked in
Table 1). After exclusion of these cases, we calculated an unbiased
12-fold increased cancer risk (SIR =12.3, 95% Cl = 3.4-31.5) for all
BWSp patients combined.

DISCUSSION
This is, to our knowledge, the first population-based study to
quantify the cancer risk in children with BWSp with IC1-LOM, IC2-
GOM, UPDpat, deletions/duplications and pathogenetic variants in
CDKN1C. We observed a significant excess risk for all childhood
cancers combined compared with the general population. The
elevated overall cancer risk was primarily due to significant
excesses of hepatoblastoma and nephroblastoma. Notably, we
also observed rare cancers, such as astrocytoma and gang-
lioneuroblastoma. We found one previous case of ganglioneuro-
blastoma® and another case of brain glioma?? in the literature.
The chromosome 11p15.5 region that is altered in individuals
with BWSp harbours several imprinted genes, among them
CDKNITC, IGF2 and H19, which are regulators of growth.?*
Therefore, the observed high cancer risk in individuals with BWSp
who carry a constitutional or mosaic lesion in the 11p15.5 region is
biologically plausible. Although a number of studies have shown a
significant association between cancer risk and BWSp molecular
subtype,® a population-based epidemiologic study has not yet
been conducted to address this topic quantitatively. This
approach has the advantage of being less prone to ascertainment
bias and allows for the calculation of SIRs. Thus, methodological
differences in study design, including different ascertainment and
follow-up criteria, prevent a direct comparison of these studies
with ours. Brioude et al. studied 407 patients with BWSp including
257 patients with IC2-LOM, 81 with UPDpat, 35 with IC1-GOM and
34 individuals with a pathogenic variant in CDKN1C.° Patients were
either followed at the authors’ centre or referred by other centres
for suspected BWSp. A form was used to collect data at the time of

diagnosis and at follow-up. 8.6% of all patients developed
tumours. The highest cancer incidence was observed among
BWSp children with IC1-GOM (28.6%) and UPDpat (17.3%).

Maas et al. performed a literature review evaluating reported
data from 1971 BWSp patients.”> 155/1923 (8%) of BWSp children
developed tumours (IC2-LOM 2.6% with cancer, IC1-GOM 28%,
UPDpat 16% and pathogenetic variants in CDKN1C 6.9%).

Cooper et al. studied additional 200 individuals with a
confirmed molecular genetic diagnosis of BWSp.” Cancer was
more frequent in individuals with IC1-GOM or UPDpat (13%) than
in those with a pathogenetic variant in CDKN1C or IC2-LOM (1%).

Duffy et al. described a cohort of 344 individuals with BWSp
registered in the growth and genetic/epigenetic disorder registry
at Children’s Hospital of Philadelphia. Two hundred and nineteen
individuals were included in the subgroup tumour analysis. A
tumour was diagnosed in 43/219 (19.6%) of individuals: IC2-LOM:
5/114 (4.4%), IC1-GOM: 16/31 (51.6%) and UPDpat: 22/74
(29.7%)."”

In contrast to these published studies, we have collected
molecularly confirmed cases of BWSp in a population-based
manner and have calculated the relative cancer risks compared to
population-based incidence rates in an effort to analyse the
cancer risks employing a less biased method.

The overall cumulative childhood cancer incidence observed in
this cohort are in agreement with the cancer incidences described
in previous studies.”™” We were able to demonstrate the elevated
childhood cancer risk in individuals with BWSp compared to the
population average risk, even when all patients with a cancer
diagnosis prior to the BWSp diagnosis were excluded. In
agreement with previous studies, we found a high cancer risk to
be associated with UPDpat.! The risk in patients with UPDpat was
significantly higher than the risk in IC2-LOM (Table 2). To our
surprise, we observed no cases of cancer in BWSp children with
IC1-GOM; however, this finding was not statistically significant.
This molecular subgroup is believed to be associated with the
highest cancer risk.' Larger cohorts of patients with IC1-GOM may
be required to calculate the cancer risk more precisely. In
agreement with previous reports, we observed a cumulative
childhood cancer risk of <3% in BWSp children with 1C2-LOM.">"7
Notably, even with small percentage risk this was still an 11-fold
increased cancer risk with a wide Cl. Although some molecular
subgroups have a lower risk of cancer, parents who decline
surveillance' should be aware that the absolute of cancer is still
increased in these groups compared with the general population.

Our study has several limitations. (1) The study is not powered
to detect any increase (or decrease) in incidence of the more
common childhood cancers. Combining data with other cohorts
may be a strategy to reach this goal. (2) We were unable to
ascertain cancers in patients after their 15th birthday, as the
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Table 3.

Standardised incidence ratios for specific cancers in patients with BWSp with UPDpat and IC2-LOM.

Cases of cancer®

Molecular diagnosis Cancer type N Observed Expected PY SIR, 95% Cl

UPDpat Hepatoblastoma 64 5 0.0016 361.4 3128.7 (1015.9-7301.2)
Nephroblastoma 3 0.0052 361.4 575.1 (118.6-1680.5)
Neuroblastoma® 1 0.0077 361.4 129.0 (3.3-719.0)
ACC 1 0.0001 361.4 10639.9 (269.4-59281.7)

IC2-LOM Astrocytoma 208 1 0.0254 1515.9 39.3 (1.0-219.7)
Hepatoblastoma 1 0.0057 15159 174.1 (4.4-970.1)
Nephroblastoma 1 0.0194 1515.9 51.5 (1.30-287.0)

uniparental disomy of 11p15.5.1.

The patient had neuroblastoma and ganglioneuroblastoma.

ACC adrenocortical carcinoma, C/ confidence interval, IC2-LOM I1C2 loss of methylation, PY person-years, SIR standardised incidence ratio, UPDpat paternal

?Data from the German Childhood Cancer Registry (see Materials and Methods for details).

case-identifying resource was a childhood cancer registry.
Germany does not yet have an equivalent national cancer registry
for adults. Thus, the risk of adolescent or adult-onset cancers in
BWSp cannot be investigated here. Notably, new evidence does
support an increase in cancer risk for BWSp beyond childhood.?
(3) We did not have access to patient medical records, and thus
could not determine each subject's age or date at clinical
syndrome diagnosis in case this age differed from the molecular
diagnosis. It is likely that, in some instances, the BWSp diagnosis
was prompted by the development of a childhood cancer. Of
note, in nine patients, the cancer was diagnosed before the
molecular confirmation of BWSp (Table 1). If we exclude these
nine cases from our analysis, the remaining cancer risk for all
cancers among all BWSp individuals combined remains signifi-
cantly elevated (SIR=12.3, 95% Cl=3.4-31.5). Conversely,
patients with BWSp are more likely to undergo cancer surveillance
potentially leading to an overestimation of certain cancer
diagnoses. (4) Vital status information in the laboratory data was
incomplete; individuals without a specified status were assumed
to be alive at the cut-off by default potentially leading to an
underestimation of the cancer risk. (5) As a consequence of
identifying susceptible individuals through genetic diagnostic
labs, our analytic cohort excludes BWSp patients who have never
undergone genetic testing (i.e. who were diagnosed clinically
without molecular confirmation) as well as BWSp patients who
had a clinical diagnosis but negative molecular testing. There is no
way to evaluate the impact of this subgroup’s absence on our
analysis. Given the fact that the percentage of tested and untested
individuals with BWSp is unknown, we are unable to calculate the
BWSp incidence based on our data. (6) The lack of replicating
previous results on an increased cancer risk for IC1-GOM might
reflect the smaller number of Person-Years analysed in this group
(5-fold less than for 1C2-LOM). (7) One German laboratory with
molecularly confirmed cases of BWSp did not participate in this
research and it cannot be ruled out that some additional patients
received their molecular tests in laboratories that we did not
identify, because their diagnostic portfolio is not publicly available,
or in laboratories from other countries. However, outsourcing of
genetic testing is unusual in Germany, as health insurance
companies routinely cover genetic testing only if done in a
national lab.

In conclusion, this population-based study demonstrated an
increased childhood cancer risk, especially hepatoblastoma and
nephroblastoma, in children with BWSp. Our findings suggest that
in children with BWSp the highest cancer risk is associated with
UPDpat, whereas the risk in IC1-GOM requires further investiga-
tion. Our data are consistent with current surveillance guidelines.’
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mitgemeint.

10



3. Zusammenfassung
a) Einleitung

Unter Krebspradispositionssyndromen (KPS) werden multiple genetische Erkrankungen mit
erhdhtem Krebsrisiko verstanden, welche eine bedeutsame Assoziation mit padiatrischen
Neoplasien aufweisen. Jingste Studien deuten darauf hin, dass mindestens 10% aller
Krebserkrankungen bei Kindern und Jugendlichen auf genetische Pradispositionsfaktoren
zurtckzufuhren sind. [1, 2] Diese Tatsache fuhrt zu der Konsequenz, dass eine umfassende
Forschung auf diesem Gebiet notwendig ist. Zu den KPS gehort unter anderem das bei ca.
1:10.000 Lebendgeburten auftretende Beckwith-Wiedemann Syndrom (BWS), welches als ein
kongenitales  GroRwuchssyndrom  definiert wird und den humangenetischen
Imprintingstérungen angehdrt. [3] Charakteristische Merkmale des BWS sind Makrosomie,
Makroglossie, Viszeromegalie, Bauchwanddefekte (Omphalozele, umbilikale Hernien,
Rektusdiastase), Hemihypertrophie, neonatale Hypoglykdmie sowie das gehaufte Auftreten
von embryonalen Tumoren. [4] Insbesondere das Hepatoblastom sowie das Nephroblastom

gehoren zu dem Tumorspektrum des BWS. [4]

Hauptsachlich fihren unterschiedliche epigenetische und genetische Defekte in den Imprinting
Centern (IC) der chromosomalen Region 11p15.5 zum Erscheinungsbild des BWS, wobei
Hyper- und Hypomethylierungen eine besondere Rolle spielen. [5] Die IC sind jeweils durch
eine differenziell methylierte Region (DMR) gekennzeichnet. [4] IC1, auch bekannt als
H19/IGF2:1G DMR (H19/IGF2 intergenic DMR), reguliert die Expressionen der H19 und
Insulin-like Growth Factor 2 (IGF2) Gene, wahrend IC2, auch bezeichnet als KCNQ1OT1:TSS
DMR (KCNQ10OT1 transcriptional start site DMR) die Expressionen der CDKN1C, KCNQ10T1
und KCNQ1 Gene reguliert. [5] Vor allem /IGF2 und CDKN1C haben eine bedeutende Funktion
als Regulatoren des fetalen Wachstums. Eine Uberexpression des /IGF-2 wird in mehreren
Krebserkrankungen beobachtet. [4, 6, 7] Wichtig zu erwahnen ist, dass in 20% aller BWS-Falle

mit phanotypischen Merkmalen kein molekulargenetischer Nachweis mdglich ist. [8]
Die molekularen Subtypen des BWS lassen sich folgendermalien einteilen:

- 1C1 Hypermethylierung (IC1 Gain of Methylation (IC1-GOM))

- 1C2 Hypomethylierung (IC2 Loss of Methylation (IC2-LOM))

- Paternale Uniparentale Disomie des Chromosom 11p15.5 (UPDpat)
- Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1C Gen (CDKN1C) Mutation

- Duplikationen/Deletionen der chromosomalen Region 11p15.5

Zu den am haufigsten auftretenden genetischen Subgruppen gehéren die 1IC2-LOM, welche

50-60% der BWS Falle ausmacht, sowie die UPDpat, welche in bis zu 20-25% aller Falle
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vorkommt. Die IC1-GOM tritt in 5-10% aller Falle auf. CDKN1C Mutationen treten in
sporadischer Form bei bis zu 5% der BWS Falle auf, wohingegen bei Fallen von familiarer

Haufung ein vermehrtes Auftreten von bis zu 40% beobachtet wird. [9]

Im Marz 2017 wurden einheitliche Leitlinien bezlglich der BWS Diagnose und Therapie sowie
eine neue, umfassende Definition durch eine internationale Konsensus Gruppe bekannt
gegeben. Der Begriff ,Beckwith-Wiedemann Spektrum® (BWSp) beschreibt das klassische
Beckwith-Wiedemann Syndrom (BWS) ohne molekulare Diagnose sowie mit BWS vereinbare

Phanotypen mit einer molekularen Veranderung des chromosomalen Bereichs 11p15.5. [4]

Das mit dem BWSp verbundene Krebsrisiko wurde bisher nur von wenigen Studien untersucht.
Zusammenfassend wurde in der bisherigen Literatur bei BWSp Patienten eine
Gesamttumorpravalenz von ca. 2.5-28.6% beschrieben. Vor allem wurde ein erhdhtes
Tumorrisiko fur die IC1-GOM sowie UPDpat Subgruppen beobachtet. [10-13] Eine

populationsbasierte Studie erfolgte unseres Wissens bisher nicht.

Ziel dieser Arbeit ist es, sowohl die Krebsinzidenz als auch das Krebsspektrum bei BWSp
Patienten populationsbasiert zu untersuchen und (epi)genetisch bedingte Unterschiede

bezlglich des Krebsrisikos naher zu erforschen und zu quantifizieren.

Die Fragestellungen lauten im Einzelnen:

- Wie hoch ist die allgemeine Krebsinzidenz bei Kindern mit BWSp?
- Wie hoch ist die Krebsinzidenz fir die jeweiligen molekularen Subtypen:
o IC1 Hypermethylierung
o IC2 Hypomethylierung
o UPDpat
o Duplikation/Deletion
o CDKN1C Mutation

- Welche Krebsarten kommen bei Kindern mit BWSp am haufigsten vor?
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b) Material und Methoden

Diese Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Hochschule Hannover unter
der Geschaftsnummer 3281-2016 gepruft und positiv begutachtet. Die zu untersuchenden
Parameter wurden retrospektiv durch eine Recherche samtlicher Labordaten erhoben und mit

Daten des Deutschen Kinderkrebsregisters (DKKR) abgeglichen.

i. Labordaten / Studienpopulation

In 17 verschiedenen deutschen Institutionen, in denen eine hochqualitative
molekulargenetische Testung eines BWSp angeboten wird, wurden Patientendaten von BWSp
Betroffenen systematisch erhoben. Die genetische Testung erfolgte hauptsachlich tber die
~,methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification“-Methode (MS MLPA;
Kit MEO30, MRC Holland, Amsterdam, The Netherlands). [14] Zu den in den Laboren
erhobenen Daten gehdrten Patientenname, Geschlecht, Geburtsdatum, Wohnsitz,
molekulargenetische Details der BWSp Diagnose sowie die Fragestellung, ob ein Tumor
Anlass fur die genetische Testung war. Insgesamt wurden 321 BWSp Patientendaten erfasst.
Die Studienpopulation besteht ausschliel3lich aus Personen mit einem molekulargenetisch
nachgewiesenen BWSp, welche in dem Zeitraum vom 01. Januar 2006 bis zum 31. Dezember

2018 getestet wurden und ihren Wohnsitz in Deutschland haben.

ii. Deutsches Kinderkrebsregister

Das DKKR erfasst seit 1980 in Deutschland Krebsfalle bei Kindern unter 15 Jahren und stellt
eine Vergleichsgruppe dar, die es ermdglicht, die Krebsrate in der Aligemeinbevdlkerung in
der oben genannten Altersgruppe mit der Krebsrate bei Kindern und Jugendlichen mit einem
BWSp zu vergleichen. Auf Grund der engen Zusammenarbeit zwischen padiatrischen
Onkologen und padiatrisch onkologischen Therapieoptimierungsstudien sowie der hohen
Registrierungs- und Teilnahmebereitschaft seitens Arzten und Patienten erfolgt eine
qualitative und nahezu vollstandige Datenerfassung aller kindlichen Krebsfalle in Deutschland.
In der Datenbank des DKKR befinden sich Diagnosen, die nach der ,International
Classification of Childhood Cancer, Third edition® definiert sind. Zu diesen gehéren alle
bdsartigen Krebserkrankungen sowie gutartige als auch bdsartige Tumore des zentralen
Nervensystems. Diese epidemiologische Datenbank dient als Grundlage fur
Forschungsfragen, indem sie die altersentsprechende Krebsinzidenzrate
(Neuerkrankungsrate) zur Verfigung stellt. [15] Berechnet wird die Krebsinzidenzrate, indem
die Anzahl von neu aufgetretenen Krebsfallen ,in einem bestimmten Gebiet und Zeitraum auf

die zugehdrige Wohnbevdlkerung im entsprechenden Alter bezogen wird. [16]
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iii. Analyseverfahren

Anhand einer Kryptographie-Software konnten die Daten der einzelnen Laboreinrichtungen
extrahiert werden, ohne dass sie die Identifikation der einzelnen Personen zulief’en. Die DKKR
Daten wurden mit Hilfe desselben Algorithmus wie die Verschlisselung der BWSp Labordaten
pseudonymisiert. Diese BWSp-spezifischen Daten wurden mit der Datenbank des DKKR am
Stichtag, dem 15.03.2019, abgeglichen. Zu diesem Zeitraum beinhaltete die Datenbank des
DKKRs 59.205 Kinderkrebspatienten. Aus diesem qualitativen Abgleichverfahren wurde die
Schnittmenge aller BWSp Patienten ermittelt, die sowohl in den Labordaten als auch in den

DKKR Daten vorkommen.

Alle Probanden aus den Labordaten (BWSp Kohorte) steuern beobachtete Personenjahre (PJ)
bei. Die Beobachtung beginnt ab dem Geburtstag, dem 01.01.1980 in West Deutschland oder
dem 01.01.1991 in den neuen Bundeslandern. Hierbei wird das Datum genommen, welches
zuerst eintrat. Sie endet an dem Datum der Krebsdiagnose, dem 15. Geburtstag oder dem 31.
Dezember 2018.

Das Krebsrisiko wird durch die Berechnung des standardisierten Inzidenz-Quotienten
(standardized incidents ratio: SIR) quantifiziert. Setzt man die erwartete Anzahl an
Krebspatienten den beobachteten Krebserkrankungen bei Probanden mit einem BWSp ins
Verhaltnis, so erhalt man die SIR. Fir die SIR Berechnungen dienen die Krebsinzidenzraten
der altersentsprechenden Allgemeinbevélkerung vom DKKR als Referenz. Fir jede errechnete
SIR wird zudem ein zweiseitiges 95%-Konfidenzintervall (KI) bestimmt. AuRerdem wird das
Lebenszeitrisiko an Krebs zu erkranken in der BWSp Kohorte bis zum 15. Geburtstag

berechnet.

c) Ergebnisse

Mithilfe der Labordaten wurde ein Datensatz von 333 molekulargenetisch nachgewiesenen
BWSp Fallen erzielt. Diejenigen, deren Namen und Geburtsdaten fehlten und somit einen
Abgleich mit dem DKKR unmoglich machten, wurden ausgeschlossen. Weiterhin fand ein
Ausschluss von Patienten statt, die keinen Wohnsitz in Deutschland hatten. Aulerdem wurden
die Patienten ausgeschlossen, deren Alter im Zeitraum von 1980-2019 nicht zwischen 0 und
14 Jahren waren, da ihre Kindheitsperiode sich nicht mit dem Erfassungszeitraum des DKKRs

Uberlappte.

Aus den urspringlich erfassten Labordaten konnten 321 Patientendaten fur die weitere

Analyse benutzt werden. Das Verhaltnis von Jungen zu Madchen betrug 0,84.
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Diese steuerten der BWSp Kohorte 2306.6 PJ bei. Hierbei ergaben sich folgende zeitliche
Zusammenhange:

- Geburtsjahre der BWSp Patienten lagen in den Jahren zwischen 1978 und 2018
- Genetische Testungen auf BWSp wurden zwischen 2006 und 2018 durchgefiihrt

- Krebsdiagnosen wurden zwischen 1989 und 2018 gestellt

Innerhalb der BWSp Patientenkohorte wurden folgende (epi)genetische Subgruppen
identifiziert: 1IC2-LOM (n=208), UPDpat (n=64), IC1-GOM (n=31), Duplikation/Deletion (n=12),
CDKN1C Mutation (n=6). Diese Verteilung entspricht der in der Literatur beschriebenen
Subgruppen Verteilung und ist in Abbildung 1 dargestellt. [9-11, 17]

IC1-GOM
9%
UPDpat
20%
CDKN1C Mutation
2%
Duplikation/Deletioh |CZ-|;OM
4% 65%

Abbildung 1: Verteilung der BWSp Subgruppen innerhalb der gesamten Studienpopulation

Insgesamt wurden 13 Krebsfélle in der BWSp Kohorte identifiziert, welche in Tabelle 1
aufgelistet sind. Bei 10 dieser 13 Krebsfalle handelte es sich um UPDpat-Trager. Drei weitere
Krebsfélle wurden in der Untergruppe IC2-LOM beobachtet. Unter den IC1-GOM Tragern,

CDKN1C Mutationen und Duplikationen/Deletionen wurden keine Krebsfélle beobachtet.
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Tabelle 1: Beschreibung der 13 Personen mit BWSp, die Krebserkrankungen entwickelt haben. (*ausgeschlossene Fdille fir die
Sensitivitdtsanalyse (siehe Ergebnisse): Bei diesen Patienten kann die positive Krebsanamnese eine molekulare Testung auf
BWSp veranlasst haben.)

Molekulare | Geschlecht Genetisches Diagnosealter in Neoplasie (Alter in Monaten)
Diagnose Monaten (Alter in Jahren)

UPDpat* w 0 Neuro- & Ganglioneuroblastom (0)
UPDpat* w 40 Hepatoblastom (5)

UPDpat* M 14 Nephroblastom (12)

UPDpat* w 143 Adrenokortikales Karzinom (10)
UPDpat* M 63 Hepatoblastom (3)

UPDpat* M 349 (29 J) Nephroblastom (41)

UPDpat* M 277 (23 J) Hepatoblastom (10)

UPDpat M 3 Hepatoblastom (7)

UPDpat w 7 Nephroblastom (7)

UPDpat* M 1 Hepatoblastom (0)

IC2-LOM w 3 Hepatoblastom (12)

IC2-LOM M 6 Astrozytom (45)

IC2-LOM* w 6 Nephroblastom (3)

Auf der Grundlage der vom DKKR zur Verfigung gestellten Parameter und unter
Bericksichtigung der oben angegebenen PJ sowie der Altersverteilung der Bevolkerung
betragt die Anzahl an erwarteten Krebsfallen 0,4. Wie in Tabelle 1 aufgelistet, wurden 13
Krebsfalle in der BWSp Kohorte identifiziert, was einer 32-fach erhdhten Krebsinzidenzrate
der gesamten BWSp Patienten (SIR = 32,6; 95% KI = 17,3-55,7) gegenuber der
altersentsprechenden Gesamtbevolkerung entspricht. Das Krebsrisiko bei UPDpat Patienten
ist 152-fach und somit am starksten erhoht (SIR = 152,5, 95% Kl= 73,1-280,5), wahrend
Patienten mit IC2-LOM ein 11-fach erhdhtes Risiko besitzen (SIR= 11,4, 95% Kl= 2,3-33,2).
Es wurden keine Krebserkrankungen unter den 31 IC1-GOM Patienten (268,9 PJ; 0,045 Falle
erwartet), den 12 Duplikations-/Deletionspatienten sowie den sechs Patienten mit einer
CDKN1C Mutation beobachtet. Das errechnete Lebenszeitrisiko in der gesamten BWSp
Kohorte bis zum 15. Geburtstag betragt 4,4%. Insbesondere fur UPDpat Patienten wurde ein
Lebenszeitrisiko von 17,6% errechnet. Dieser Wert betragt fur Patienten mit IC2-LOM 1,6%
(siehe Tabelle 2).
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Tabelle 2: Molekulare subgruppenabhdngige Kategorisierung von BWSp Patienten, die in den 17 teilnehmenden Laboren
identifiziert wurden. (*Daten aus dem DKKR (siehe Materialien und Methoden fiir Details))

Krebsfalle*
Molekulare | N | Beobachtet | Erwartet PJ SIR Krebsrisiko bis zum 15.
Diagnose (95% KIl) Lebensjahr (%)
Summe 321 13 0,3991 | 2306,6 32,6 4.4
(17,3-55,7)
IC2-LOM | 208 3 0,2639 | 1515,9 11,4 1,6
(2,3-33,2)
UPDpat 64 10 0,0656 | 361,4 152,5 17,6
(73,1-280,5)
IC1-GOM 31 0 0,0449 | 268,9 0,0 0,0
(0,0-82,2)
Dup/Del 12 0 0,0168 | 106,7 0,0 0,0
(0,0-219,9)
CDKN1C 6 0 0,0079 53,6 0,0 0,0
(0,0-465,7)

Im Hinblick auf die unterschiedlichen Tumorentitdten handelt es sich bei sechs von 13
Krebsfallen um Hepatoblastome. Das Hepatoblastom ist somit der haufigste Tumor unter allen
Krebsfallen, die in der BWSp Kohorte aufgetreten sind. Bei vier von 13 Krebsfallen handelt es
sich um ein Nephroblastom. Weiterhin traten ein Astrozytom, ein Neuroblastom und

Ganglioneuroblastom sowie ein adrenokortikales Karzinom (ACC) auf (siehe Tabelle 1).

Die SIRs ausgewahlter Krebsarten bei Personen mit BWSp je nach Krebsart sind in Tabelle 3
aufgeflhrt. Hohe SIRs wurden flr Hepatoblastome (SIR = 703,1, 95% Kl = 258,0-1530,3),
Nephroblastome (SIR = 134,8, 95% Kl = 36,7-345,1) und ACC (SIR = 1772,4, 95% KI = 44,9-
9875,0) berechnet.
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Tabelle 3: Standardisierte Inzidenzraten fiir bestimmte Krebsarten bei Patienten mit BWSp mit UPDpat und IC2-LOM
a Daten aus dem DKKR (siehe Material und Methoden fiir Details)
b Der Patient hatte sowohl ein Neuroblastom als auch ein Ganglioneuroblastom

Krebsfalle 2
Molekulare Krebsentitat N | Beobachtet | Erwartet PJ SIR (95% KIl)
Diagnose
UPDpat Hepatoblastom | 64 5 0,0016 | 361,4 | 3128,7 (1015,9-7301,2)
Nephroblastom 3 0,0052 361,4 575,05 (118,6-1680,5)
Neuroblastom® 1 0,0077 | 3614 129,0 (3,3-719,0)
ACC 1 0,0001 361,4 10639,9
(269,4-59281,7)
IC2-LOM Astrozytom 208 1 0,0254 | 1515,9 39,3 (1,0-219,7)
Hepatoblastom 1 0,0057 | 1515,9 174,1 (4,4-970,1)
Nephroblastom 1 0,0194 | 15159 51,5 (1,3-287,0)

Um die selektionsbedingten Verzerrungen zu reduzieren, wurde eine Sensitivitatsanalyse
durchgefiihrt. Bei diesen Patienten kann die positive Krebsanamnese molekulargenetische
Tests auf das BWSp veranlasst haben. Neun Falle wurden ausgeschlossen, in denen die
Tumordiagnose vor der molekularen BWSp Diagnose gestellt wurde (ausgeschlossene Falle
sind in Tabelle 1 markiert). Nach Ausschluss dieser Falle wurde ein insgesamt 12-fach
erhohtes Krebsrisiko (SIR = 12,3, 95% Kl = 3,4-31,5) fur alle BWSp Patienten berechnet.

d) Diskussion

Das Hauptziel dieser Arbeit ist es, auf das mit dem BWSp assoziierte hohe Krebsrisiko
aufmerksam zu machen. Diese Studie prasentiert einen neuen Einblick in die
Krebsrisikoverteilung der BWSp-assoziierten molekularen Subtypen. Wichtig zu erwahnen ist,
dass es sich bei dieser Arbeit unseres Wissens um die erste populationsbasierte Studie
bezuglich der Krebsrisiken bei BWSp Patienten handelt. Dieser Ansatz hat den Vorteil, dass

er weniger anfallig fir Verzerrungen ist und die Berechnung von SIRs ermdglicht.

Wir beobachten im Vergleich zur altersentsprechenden Gesamtbevolkerung ein signifikant
erhdhtes Risiko fur Krebserkrankungen im Kindes- und Jugendalter in der BWSp Kohorte. Das
32-fach erhdhte Gesamtkrebsrisiko war in erster Linie auf die signifikante Anzahl von
Hepatoblastomen und Nephroblastomen zuriickzuflihren. Bemerkenswert war, dass wir
zudem seltene Krebsarten wie ein Astrozytom und ein Ganglioneuroblastom beobachteten. In
der Literatur fanden wir einen friheren Fall eines Ganglioneuroblastoms und einen weiteren

Fall eines Gehirnglioms. [18]
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Im Gegensatz zu bisher publizierten Studien haben wir molekular bestatigte Falle von BWSp
bevolkerungsbasiert gesammelt und haben die relativen Krebsrisiken im Vergleich zu
bevolkerungsbezogenen Inzidenzraten berechnet, um die Krebsrisiken mit einer weniger

verzerrten Methode zu analysieren. [10, 11, 13, 17]

Die Region des Chromosoms 11p15.5, die bei Individuen mit BWSp verandert ist, beherbergt
mehrere gepragte Gene, einschliellich CDKN1C, IGF2 und H19, welche als
Wachstumsregulatoren klassifiziert werden. Daher ist das beobachtete hohe Krebsrisiko bei
Personen mit BWSp, die eine konstitutionelle oder mosaikartige Lasion in der Region 11p15.5

tragen, biologisch plausibel.

Wir stellten groRe Unterschiede hinsichtlich der Krebsinzidenz in Abhangigkeit von den
verschiedenen molekularen Subtypen des BWSp fest. Diese Erkenntnis steht im Einklang mit
friheren Studien.[4, 10-12, 17] Besonderes Augenmerk wird auf das hohe Krebsrisiko der
UPDpat Patienten gelegt. Uberraschenderweise haben wir in der IC1-GOM Gruppe keine
Krebsfalle beobachtet, allerdings ist dieses Ergebnis nicht signifikant. Obwohl einige
molekulare Untergruppen ein geringeres Krebsrisiko haben, sollten sich Eltern, die eine
Krebsfriiherkennung ablehnen, darliiber bewusst sein, dass das absolute Krebsrisiko in diesen

Gruppen im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung immer noch erhoht ist.

Da die Informationsquelle unserer Arbeit ein Kinderkrebsregister war, konnten
Krebserkrankungen bei Patienten im Alter von Uber 14 Jahren nicht festgestellt werden. Dies
ist neben dem Ausschluss von BWSp Patienten, die noch nie einer genetischen Untersuchung
unterzogen wurden bzw. BWSp Patienten die klinisch ohne molekulare Bestatigung
diagnostiziert wurden, die wichtigste Limitation dieser Arbeit. Weiterhin ist es wahrscheinlich,
dass die BWSp Diagnose in einigen Fallen durch die Entstehung eines Malignoms im
Kindesalter veranlasst wurde. Bemerkenswert ist, dass bei 9 Patienten der Krebs vor der
molekularen BWSp Bestatigung diagnostiziert wurde (siehe Tabelle 1). Da dies
maoglicherweise zu einer Verzerrung der Ergebnisse fihren kdnnte, wurden diese 9 Falle aus
der Analyse ausgeschlossen. Dennoch bleibt das verbleibende Krebsrisiko fir alle Krebsarten
unter allen BWSp Patienten weiterhin signifikant erhoht (SIR = 12,3, 95% Kl =3,35-31,47).
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4. Schlussfolgerungen/Zusammenfassung

Diese Studie dient der Aufklarung des Krebsrisikos bei Kindern mit einem BWSp und hebt

die Wichtigkeit der Bedeutung qualitativer Gentests hervor.
Zusammenfassend lassen sich folgende Schlussfolgerungen anfihren:

1. Die Krebsinzidenzrate bei Patienten mit BWSp ist gegentiber der
altersentsprechenden Gesamtbevolkerung 32-fach erhoht.

2. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei Kindern mit BWSp das hochste
Krebsrisiko mit der genetischen Subgruppe UPDpat verbunden ist, wahrend das
Risiko bei IC1-GOM Patienten weitere Untersuchungen erfordert.

3. IC2-LOM Patienten haben, Ubereinstimmend zu vorherigen Studien, ein Tumorrisiko
unter 2%.

4. Weiterhin stimmen unsere Ergebnisse mit den aktuellen

Friherkennungsempfehlungen tberein. [4]

Die Erkenntnisse dieser Arbeit konnen als Grundlage fur weitere Forschungsarbeiten

bezuglich des mit dem BWSp-assoziierten Krebsrisikos dienen.
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Weiblich
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