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1 Einleitung

Die Lebenszeitpravalenz eines in diesem Jahrtausend in den USA geborenen
Mannes ein Malignom zu entwickeln, betragt 40,35%; flr beide Geschlechter
gilt: einer von zweien wird in seinem Leben einmal eine Krebserkrankung
erleiden !"*. Aber auch fiir das Gesundheitssystem sind Malignome ein
wesentlicher Bestandteil in der Kostenkalkulation. 210 € wurden im Jahr 2006 in
Deutschland pro Kopf flr die Therapie von Neubildungen ausgegeben, damit
liegen Malignome auf Platz funf der Krankheitskosten im deutschen
Gesundheitswesen '], Trotz dieser beeindruckenden Zahlen kann man nicht
ermessen, was es fur den Einzelnen bedeutet, mit der Diagnose Krebs
konfrontiert zu werden. Zu unterschiedlich sind die betroffenen Menschen, zu
unterschiedlich die individuellen Angste, die mit diesem Thema verbunden sind.
In jedem Fall aber handelt es sich hierbei um eine Erkrankung, deren Relevanz

nicht hoch genug eingeschatzt werden kann.

1.1 Krebs bei Kindern

Dies qilt in besonderem MaBe fur Kinder. Hier stellt die Diagnose eine extreme
Belastung fiir die gesamte Familie dar ®®. Zudem steht der Mensch, der hier
betroffen ist, noch ganz am Anfang seines Lebens. Eventuelle Komplikationen
und Spatfolgen der Therapie haben angesichts dieser Tatsache eine ganz
andere Bedeutung als bei alteren Patienten. Noch vor 30 Jahren bedeutete die
Diagnose ,Krebs“ bei Jugendlichen und Kindern ein nahezu sicheres
Todesurteil. Nun, nach langen Jahren an Forschung, Entwicklung neuer
Therapien und besserer Diagnostik, Bilndelung von Kompetenzen an
Zentrumskliniken, Vernetzung von Forschung und Klinik in
Therapieoptimierungsstudien, hat sich die Prognose deutlich verbessert, so
dass heute etwa 75% der Kinder mit maligner Erkrankung dauerhaft geheilt
werden kdnnen Y. Dennoch bleibt Krebs eine vital bedrohliche Erkrankung.
Viele Aspekte sind nach wie vor unverstanden und bedlrfen weiterer, intensiver

Forschungsarbeit.
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1.1.1 Atiologie

Dazu zahlt auch die Atiologie von kindlichen Tumoren. Diese ist weiterhin
weitgehend ungeklart ¢, Aligemein handelt es sich bei der Entstehung sowohl
der kindlichen Tumoren als auch bei der Erwachsener stets um das
Zusammenspiel von Genetik (endogener Faktor) und verschiedenen

Umwelteinfliissen (exogener Faktor) %2,

1.1.1.1 Umwelteinflisse bei der Entstehung von Malignomen

Umweltfaktoren spielen bei bestimmten Malignomen des Erwachsenenalters,
wie zum Beispiel dem Bronchialkarzinom oder bestimmten Hauttumoren, eine
entscheidende Rolle. Dabei mussen die jeweiligen Noxen jahrzehntelang
einwirken um durch eine Reihe von konsekutiven Mutationen eine Zelle
entarten zu lassen. Dies ist besonders gut belegt flr Zigarettenrauch und die
Entstehung des Bronchialkarzinoms. Rauchen ist die Hauptursache fir die
Entstehung von 90% der Bronchialkarzinome beim Mann und fur 79% bei der
Frau "9, Dabei spielt auch der Zeitraum der Exposition der jeweiligen Noxe,
hier des Zigarettenrauchs, eine entscheidende Rolle "*%. Auch fiir Hauttumoren
ist der Einfluss von Umweltfaktoren gut belegt. Hier steigt das Risiko fir die
Entstehung eines Basalzell- oder Plattenepithelkarzinoms mit der chronischen
Exposition von UV-Strahlung. Auch beim malignen Melanom spielt solares UV-
Licht eine entscheidende Rolle, wenngleich hier nicht eine dauerhafte, sondern
eine wiederkehrende Exposition begilnstigend flr die Tumorentstehung wirkt
[13€] " Anhand dieser Beispiele wird klar, dass der Einfluss der Umwelt auf die
Entstehung kindlicher Malignome nicht wesentlich sein kann, da die
erforderliche Exposition nicht erreicht wird.

lonisierende Strahlung verursacht DNA-Schaden, die in der Folge von
Enzymkomplexen des Koérpers repariert werden missen. Gelingt dies nicht oder
nur fehlerhaft, kdnnen dadurch Zellwachstum und Zellteilung beeinflusst werden
und damit die Entstehung von Tumoren beglnstigt beziehungsweise ausgeldst
werden. Je héher die Dosis der Strahlung und je mehr Zellen betroffen sind,
umso hoher ist das Risiko.
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lonisierende Strahlung gilt als einer der wenigen bekannten Risikofaktoren fir
die Entstehung von Krebs bei Kindern, was am Beispiel der Leukamien fur die

[16, 116, 162, 1761  Nach neueren

Zeit in utero gezeigt werden konnte
Untersuchungen ist ionisierende Strahlung jedoch kein wesentlicher
Risikofaktor fur die Entstehung kindlicher Tumoren in Deutschland, betrachtet
man den gesamten Zeitraum vor der Geburt (Exposition der Eltern) sowie nach
der Geburt (beispielsweise Rdntgenuntersuchungen des Kindes): der durch
ionisierende Strahlung ausgeldste Anteil aller kindlicher Leukamien betragt

weniger als zwei Prozent ['%,

1.1.1.2 Genetische Einflisse bei der Entstehung von Malignomen

Malignes Wachstum entsteht dann, wenn mehrere Mutationen im Genom
auftreten, die das Zellwachstum beziehungsweise dessen Regulation in
Richtung  Proliferation  verandern, die also in einem Onkogen,
Tumorsuppressorgen oder einem DNA-Stabilitatsgen auftreten [,

Onkogene sind Gene des Wachstums; sind sie aktiviert, Uberwiegen die
Proliferatiosreize einer Zelle. Maligne Entartung durch Mutation eines
Onkogens also setzt dessen Uberexpression oder aberrante (Re-)aktivierung
voraus, beispielsweise durch Translokation, Gen-Amplifikation oder durch
Mutation in einem Abschnitt, der die Aktivitdt des Onkogens regelt. Es gentgt
die erhOhte Aktivitat eines Allels, um einen Wachstumsvorteil und damit ein
erhéhtes Tumorrisiko zu schaffen.

Tumorsuppressorgene regulieren die Proliferation der Zelle herab. Entsteht
Krebs durch Mutation eines Tumorsuppressorgens wurde dieses also
inaktiviert. Dies kann durch sogenannte ,missense“-Mutationen des Abschnitts,
der die Aktivitdt des Gens reguliert, oder des Tumorsuppressorgens selbst,
oder durch epigenetische Silenzierung geschehen. Dabei gibt es zwar
Hinweise, dass ein betroffenes Allel ausreicht ¥ im Allgemeinen aber gilt,
dass beide Allele eines Tumorsuppressorgens inaktiv sein missen [,
DNA-Stabilitatsgene (,caretakers®) sind Gene, die die genetische Stabilitat
gewahrleisten, indem sie an der DNA beispielsweise durch Umwelteinflisse
(siehe auch 1.1.1.1) entstandene Fehler reparieren. Sind sie inaktiviert erhéht
sich also die Mutationsrate und damit die Wahrscheinlichkeit des Defekts eines
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Onko- oder Tumorsuppressorgens, wodurch die Entstehung eines Tumors
beginstigt wird. Zu den Stabilititsgenen zahlen auch die in dieser Arbeit
untersuchten Mismatch-Repair-Gene (MMR).

Wodurch nun aber bei Kindern eine dieser Mutationen und epigenetische
Alterationen ausgeldst werden, ist bislang unklar, da Umweltfaktoren, wie oben
bereits erlautert, nur eine geringe Rolle spielen.

1.1.1.3 Genetische Tumorsyndrome

Unter genetischen Tumorsyndromen versteht man das gehaufte Auftreten von
Krebserkrankungen bei Individuen mit einem bestimmten genetischen Muster.
Genetische Tumorsyndrome sind allerdings nur fur eine kleine Minderheit von
circa drei Prozent der kindlichen Tumoren verantwortlich. Die drei haufigsten
Syndrome, assoziiert mit dem gehauften Auftreten von Tumoren, sind das
bilaterale Retinoblastom, das Down-Syndrom und die Neurofibromatose "%,
Diese sind zusammen flr mehr als 75% aller Tumoren, die im Zusammenhang
mit einem Tumorsyndrom auftreten, verantwortlich "3, AuBerdem werden an
dieser Stelle drei weitere Tumorsyndrome besprochen, die im Zusammenhang
mit padiatrischen Sekundarmalignomen in der Literatur genannt werden ['%°,
§ Bilaterales Retinoblastom
Auf Chromosom 13 liegt das Retinoblastom-Gen (Rb-Gen), bei dessen
komplettem Ausfall es zur Entstehung eines Retinoblastoms kommit.
Bei der erblichen Form ist ein Allel des Retinoblastom-Gens auf
Chromosom 13 aufgrund einer Keimbahnmutation oder -deletion
ausgefallen, d.h. es ist in jeder Zelle nur noch ein funktionelles
Retinoblastomgen, d.h. das des anderen Allels, vorhanden, so dass der
Verlust dieses zweiten Gens in einer beliebigen Retinazelle zur
Entstehung des Retinoblastoms fihrt (Knudson’s two-hit hypothesis).
Die Inzidenz liegt bei 0,4 auf 100.000 Kinder unter 15 Jahren, das
Hauptmanifestationsalter liegt im ersten Lebensjahr 1'%,
§ Down-Syndrom
Die Trisomie 21 stellt mit einer Inzidenz von 10 von 100.000 Geburten
die haufigste Chromosomennomalie in den USA dar [*®l. Unter Patienten
mit Down-Syndrom ist das Risiko fur myeloische Leukdmien um das
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zehn- bis zwanzigfache erhéht ['*®!; die héchste Inzidenz liegt bei Kindern
jinger als fiinf Jahre '],

§ Neurofibromatose
Hierbei handelt es sich um eine autosomal-dominant vererbte
Phakomatose, mit einer Spontanmutationsrate von 50%. Es werden zwei
Typen unterschieden:
Neurofibromatose | (NF-1). Diese stellt mit einer Inzidenz von 1 auf 3.500
Neugeborene 90% der Neurofibromatosen '8! Ursachlich liegt diesem
Typ ein Gendefekt auf Chromosom 17 zugrunde. Die Erkrankung beginnt
zunachst mit Neurinomen und Neurofibromen, die im Verlauf teilweise
maligne entarten. AuBerdem kdnnen sich ZNS-Tumore, insbesondere
Astrozytome zeigen.
Neurofibromatose Il (NF-2). Die Inzidenz betragt 1 von 33.000 bis 40.000

(18] ynd ist damit deutlich seltener als die

Neugeborenen
Neurofibromatose I. Das hier verantwortliche Gen liegt auf Chromosom
22. Es bilden sich zentrale und periphere Neurinome, wobei fur die NF-2
bilaterale Akustikusneurinome charakterisitisch sind !'°¢!.

§ Li-Fraumeni-Syndrom
Hierbei handelt es sich um eine Mutation des TP53-Gens, eines
Tumorsuppressorgens, das die DNA-Reparatur einleitet bzw. bei
irreparablen Schadigungen Apoptose induziert und somit den
Organismus vor Entartung schiitzt. Durch die Schadigung dieses Gens
haben Patienten eine allgemein erhdhte Suszeptibilitat gegentber
verschiedenen Tumoren wie Mammakarzinom, Knochen-, ZNS- und
Lungentumoren %4,

§ Ataxia teleangiektasia
Bei dieser Erkrankung ist das ATM-Gen mutiert, welches bei Bestrahlung
das Tumorsuppressorgen p53 stabilisiert. Dieser Mechanismus erklart,
dass Patienten mit Ataxia teleangiektasia besonders nach
Strahlentherapie Sekundarmalignome entwickeln. Zum klinischen Bild
dieser autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung gehoren frih

auftretende zerebellar-extrapyramidal-motorische Stérungen,
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okulokutane Teleangiektasien, erhohte Vulnerabilitat gegenuber
bronchpulmonalen Infekten sowie Lymphome *°!,
§ Xeroderma pigmentosum

Dabei handelt es sich um eine autosomal-rezessiv vererbte
Lichtiberempfindlichkeit. Es entwickeln sich aufgrund eines Mangels an
DNA-Endonuklease mit konsekutiven DNA-Schaden nach UV-Belastung
der Haut zundchst Pigmentstdérungen, spater dann maligne Hauttumore
wie Plattenepithelkarzinom und malignes Melanom. Die malignen
Erkrankungen treten bei der klassischen Xeroderma pigmentosum

typischerweise vor dem 10. Lebensjahr auf *> 2.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass jeder malignen Erkrankung
genetische Stérungen im Sinne von DNA-Mutationen und epigenetischen
Aberrationen zugrunde liegen, die zu einer Dysregulation des Zellwachstums
fihren mit vermehrter Proliferation und verminderter Apoptose. Was allerdings
diese genetischen Fehler auslést, ist letztendlich unklar. Umwelteinflisse und
genetische Pradisposition bei bestimmten Syndromen wurden genannt, kénnen
jedoch nur einen sehr kleinen Teil der Falle erklaren.

Die Atiologie kindlicher Tumoren ist also bis heute noch in weiten Teilen

ungeklart und Gegenstand der aktuellen Forschung.
1.1.2 Entitaten und Inzidenz

Krebs bei Kindern ist im Vergleich mit der Haufigkeit bei Erwachsenen eine
seltene Erkrankung. Seine Bedeutung ist dennoch immens, sind Malignome
nach Unfallen doch die zweithdufigste Todesursache im Kindesalter ['*°,

Die Wahrscheinlichkeit fir ein Neugeborenes bis zu seinem 15. Lebensjahr an
Krebs zu erkranken, betragt 0,2%, dies entspricht etwa jedem 470. Kind. Im
Jahr 2004 kamen in Deutschland auf 100.000 Kinder (jinger als 15
Lebensjahre) 15,0 Krebserkrankungen. Die Inzidenz ist allerdings
altersabhangig; sie betragt fir Sauglinge (Kinder <1 Jahr) 25/100.000 und fallt
dann kontinuierlich bis zum zehnten Lebensjahr auf etwa 10/100.000, um dann
bis zum Alter von 14 Jahren wieder auf 12/100.000 anzusteigen *!1. Dies gilt fiir

die Summe aller Malignome. Das Hodgkin-Lymphom und maligne
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Knochentumoren beispielsweise zeigen ihre hochste Inzidenz bei alteren
Kindern, wohingegen das Neuroblastom und der Wilms-Tumor bei eher kleinen

Kindern auftreten %,

Jungen sind haufiger betroffen als Madchen, der
Geschlechtsindex (Jungen : Madchen) betragt 1,2 ',

Uberwiegen bei Erwachsenen die Karzinome, so sind bei Kindern solide
Malignome meist embryonalen Ursprungs, wobei sie seltener auftreten als
hamatologische Malignome P®: die haufigsten malignen Erkrankungen bei
Kindern sind Leukdmien, ZNS-Tumoren, Lymphome, Neuroblastome,
Weichteilsarkome, Nierentumore und Knochentumore “'!. Einen Uberblick tiber

die haufigsten Entitaten gibt Tabelle 1.

Tabelle 1. Entitaten bei Krebserkrankungen im Kindesalter
Legende: *) altersstandardisiert. Standard: Westdeutschland 1987
Tabelle modifiziert nach Kaatsch, P. et al. Jahresbericht 2005 (Kinderkrebsregister) 1]

Diagnosen Anzahl der Félle Inzidenzraten
1980-2004 1995-2004
absolut relativ " | altersstandard. *) kumulativ

Leukamien 12716 34,2 4.8 71,7
Lymphome 4557 12,3 1,7 249
ZNS-Tumoren 7431 20,0 3,0 455
Sympathikus-Tumoren 2979 8,0 1,3 19,0
Retinoblastom 848 2,3 0,3 4,6
Nierentumoren 2306 6,2 0,9 13,4
Lebertumoren 382 1,0 0,2 2,3
Knochentumoren 1816 4,9 0,6 9,0
Weichteilsarkome 2454 6,6 1,0 14,3
Keimzelltumoren 1219 3,3 0,5 7,2
Karzinome 42 1,1 0,2 2,8
Andere 40 0,1 0,0 0,3
Gesamt 37168 100,0 14,4 215,0

Aufgrund der geringen Fallzahlen werden die Patienten prinzipiell in
spezialisierten Zentren betreut. So betreuen die sechs grdBten Zentren in
Deutschland 25% aller Patienten; die weit Uberwiegende Zahl der Patienten
(90%) wird an 47 Zentren behandelt 1. Die Therapie erfolgt iiberwiegend im
Rahmen von Studien. Dies erklart sich aus den geringen Haufigkeit der

einzelnen Krebsentitaten:
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zur Erlangung einer signifikanten Aussage einer Studie bedarf es einer
gewissen Anzahl an Studienteilinehmern, die hier nur durch das
Zusammenfassen moglichst aller Erkrankter auf nationaler und zunehmend
auch auf europaischer Ebene erreicht werden kann. Dadurch ist eine stetige
Fortentwicklung und Optimierung der Therapie gewahrleistet.

Tatsachlich konnte die Therapie standig verbessert werden. Bessere Diagnostik
und verbesserte Therapiekonzepte flhrten in den letzten 35 Jahren zu deutlich
gestiegenen Heilungschancen von kindlichen Krebserkrankungen . Betrug in
Deutschland die 10-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Kindern, die Mitte
der 1980er Jahre an einem Malignom erkrankten, noch 67%, waren es Ende
der 1990er Jahre bereits 76%. Aktuell liegt sie flr den Zeitraum von 1999-2003
bei 78% [, Betrachtet man den Zeitraum vor Griindung des Deutschen
Kinderkrebsregisters, o) stieg in GroBbritannien die 5-
JahresUberlebenswahscheinlichkeit nach Einfihrung der Chemotherapie von
26% im Zeitraum von 1962-1970 auf 50% zwischen 1971-1985 bzw. 65% in
den Jahren 1986-1988 1*4,

1.2 Sekundarmalignome

Das in Kapitel 1.1.2 geschilderte, kontinuierlich verbesserte Outcome flhrt zu
einer Zunahme der Gruppe derer, die in ihrer Kindheit an einem Malignom
erkrankt waren und geheilt wurden, auf einen Anteil von heute etwa 1:1000 der
Gesamtbevdlkerung ®4. Damit steigt aber auch die Zahl der Komplikationen
und Folgeerkrankungen, die aus der Grunderkrankung bzw. deren Therapie
erwachsen, deren schwerwiegendste sicherlich die Entstehung eines
Zweitmalignoms darstellt '°,

1.2.1 Definition und Epidemiologie

Als Zweitmalignom (second primary neoplasm, SPN) bezeichnet man eine
Neoplasie, die nach einer bereits bestehenden oder Uberstandenen
Tumorerkrankung auftritt und sich histologisch vom Primartumor unterscheidet.
In den USA stehen die Zweitmalignome bereits an vierter oder flinfter Stelle der
haufigsten Tumoren und machen insgesamt einen Anteil von etwa 6-10% aller

diagnostizierten malignen neoplastischen Erkrankungen aus !''®. Vergleicht
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man nun erwachsene Tumorpatienten, die ihre Erkrankung tberlebt haben, mit
der hinsichtlich Alter und Geschlecht abgestimmten Normalbevédlkerung, so
zeigen diese kein ['*1 oder ein nur leicht B> % d.h. weniger als zweifach,
erh6htes Risiko fur die Entwicklung eines Sekundarmalignoms.

Bei Kindern dagegen ist die Zweitmalignomrate drei- bis sechsfach gegenuber

dem Krebsrisiko der Normalbevélkerung erhéht [

. Allerdings né&hert sich
dieses Risiko dem der Normalbevélkerung Uber die Jahrzehnte der Nachsorge
an; so sinkt der standardisierte Inzidenz-Quotient (standardized incidence ratio,
SIR), der angibt, um wie viel die Wahrscheinlichkeit nach einer Ersterkrankung
im Kindesalter ein Sekundarmalignom zu entwickeln gegenlber der
Normalbevélkerung erhéht ist, von 10,2 drei bis neun Jahre nach
Diagnosestellung auf 2,4 nach mehr als dreiBig Jahren der Nachsorge ["°.
Damit liegt der SIR aber auch nach mehr als dreiBig Jahren Uber dem der
Patienten, die ihre Ersterkrankung im Erwachsenenalter hatten (siehe oben und
[35, 43, 147])‘

Nach  Hodgkin-Lymphomen  steigt indes die Inzidenz  solider
Sekundarmalignome mit einer Latenz von ca. 15 Jahren an, wahrend die
Inzidenz der Entartungen des blutbildenden Systems zwar mit geringerer

Latenz, aber nicht so stark ansteigt (siche Abbildung 1) "%,

Abbildung 1. Kumulatives Risiko fiir die Entwicklung eines

Sekundarmalignoms bei 1380 padiatrischen Hodgkin-Patienten

Abbildung aus Bhatia, S. und Sklar, C. in Nat Rev Cancer (2002) !**]
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Dabei ist die absolute Anzahl der Falle von Sekundarmalignomen nach
Krebserkrankung im Kindesalter relativ gering; in den USA und Kanada
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kommen auf 1000 Jahre Nachsorge nur 1,88 zusatzliche Tumorerkrankungen
14 Allerdings zeigen diese Sekundartumoren ein deutlich schlechteres
Uberleben, als es bei diesen Tumorentititen zu erwarten wére, wenn sie als
primdre Erkrankung auftreten. Zum Zeitpunkt der Erhebung lebten von den
Patienten, die bis dahin kein Sekundarmalignom entwickelt haben, noch 91,9%
im Gegensatz zu 59,4% derer mit Zweittumor [''*. Dies unterstreicht
eindrucksvoll die klinische Bedeutung dieses Themas.

Die Haufigkeit der Sekundartumoren im Kindesalter betragt 278 Félle von
16541 nachbeobachteten Patienten bei einer mittleren Nachbeobachtungszeit
von 10 Jahren, es sind dabei etwas mehr Jungen als Madchen betroffen
(mannlich:weiblich=1,2). Die Patienten sind bei Diagnose des Ersttumors
durchschnittlich 6,7 Jahre alt [’®!. Der durchschnittliche Erkrankungszeitpunkt fiir
den Zweittumor liegt bei 5,2 Jahren nach der Erstdiagnose; auch hier treten
Leukdmien nach durchschnittlich 3,3 Jahren etwas friher auf als solide

Tumoren, die im Schnitt nach 6,5 Jahren diagnostiziert werden 4,

1.2.2 Entitaten der Sekundarmalignome

1.2.2.1 Uberblick iiber alle Sekundiarmalignome

Wie in Kapitel 1.1, Tabelle 1 dargestellt, sind Leuk&mien (34%), ZNS-Tumoren
(20%) und Lymphome (12%) die haufigsten Tumorentitdten im Kindesalter. Bei
den Sekundarmalignomen nach Ersttumor im Kindesalter verandert sich das
Bild mit Zunahme des Beobachtungszeitraums. So stehen nach einer
Nachsorgedauer mit einem Median von sechs Jahren die Leukamien (35%) an
erster Stelle der Sekundarmalignome vor ZNS-Tumoren (22%) und den
Karzinomen sowie Lymphomen (jeweils 13%) 4. Es zeigt sich dabei also nur
eine geringe Verschiebung zu den Ersttumoren, die insbesondere das gehaufte
Auftreten der Karzinome betrifft, die bei den Ersttumoren nur 1% ausmachen
[41].

Ist dagegen der Median auf 15,4 Jahre mehr als verzweifacht, so steht an erster
Stelle das Mammakarzinom (20%), gefolgt von Schilddriisenkarzinom (14%)
und ZNS-Tumoren (12%); die zuvor haufigsten Leukamien liegen nun mit 8%
an vierter Stelle "', Es zeigt sich nun also ein ganz anderes Bild als zu Beginn.
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Diese Daten stammen aus epidemiologischen Studien vergleichbarer GréBe
und nahezu zeitgleicher Publikation.

Zum einen handelt es sich dabei um die Veréffentlichungen des deutschen
Kinderkrebsregisters in Mainz aus dem Jahr 2003 mit einem Kollektiv von
24.203 Kindern, Jugendlichen und jungen Erwachsenen (bei Diagnose junger
als 25 Lebensjahre), die zwischen 1980 und 1998 in Deutschland, der Schweiz,
Osterreich und den Niederlanden an Krebs erkrankt waren. Die mediane
Nachbeobachtunsgzeit betrug 6 Jahre, dabei wurde das Auftreten von 276
Zweitneoplasien beobachtet, woflir keine Altersgrenze als Einschlusskriterium
bestand 4,

Zum anderen wird die ,,Childhood Cancer Survivor Study“ aus dem Jahr 2001
angefahrt, die zwischen 1970 und 1986 13.581 Kinder, Jugendliche und junge
Erwachsene (bei Diagnose jinger als 21 Lebensjahre) an Zentren in den USA
und Kanada im Median 15,4 Jahre nachbeobachtete und dabei das Auftreten
von 298 Sekundarmalignomen mit einem mittleren Erkrankungsalter von 23,3
Jahren feststellte '™,

Die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Studien kénnen also einerseits auf
die unterschiedliche Dauer der Nachbeobachtung zurlickgefihrt werden, wie
eine Langzeitstudie aus GroBbritannien gezeigt hat. Teilt man demnach den
Zeitraum der Nachsorge in Jahrzehnte ein, so zeigen sich fur die ersten zehn
Jahre nach Diagnosestellung ZNS-Tumoren als haufigste Entitat der
Sekundarmalignome, 10-19 Jahre spater Knochentumoren und 20 Jahre oder
spater Tumoren des Gastrointestinaltraktes ["®\. Andererseits kann aber auch
der unterschiedliche Erfassungszeitraum eine Rolle spielen. Werden n&mlich
die Ersttumoren nach dem jeweiligen Diagnosezeitraum zusammengefasst, so
ergibt sich fir die jeweilige Kohorte ein unterschiedliches Spektrum an
Zweittumoren. Fur den Zeitraum vor 1970 stehen die gastrointestinalen
Zweitneoplasien an erster Stelle der Haufigkeitsverteilung, in den siebziger
Jahren dann sind es die ZNS-Tumoren und zwischen 1980 und 1987 die
Leukamien. Von den Autoren wird dies auf unterschiedliche Therapieregimes in
den einzelnen Jahrzehnten zurlckgefuhrt; so wurde in den 1970ern, als die

Chemotherapie aufkam, zunéchst Gberwiegend eine Monotherapie angewandt,
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wahrend ab 1980 zunehmend mehrere Chemotherapeutika gemeinsam

eingesetzt wurden 18,

1.2.2.2 Entitaten in Abhangigkeit des jeweiligen Primartumors

Entscheidend fur die Art des Sekundarmalignoms ist der zugrundeliegende
Primartumor. Haufig ist die Entitdt des Prim&rtumors mit einer bestimmten
Entitat des Zweitmalignoms assoziiert. Eine Ubersicht Uiber die Zweittumoren
und die haufig zugrunde liegenden Ersttumoren gibt Tabelle 2.

Tabelle 2. Sekundartumore mit haufigen Primartumoren

Legende: Abkilrzungen: ZNS: zentrales Nervensystem; ALL: akute lymphatische

Leukamie.

Tabelle modifiziert nach Bhatia, S. und Sklar, C. in Nat Rev Cancer (2002) [*!

Sekundartumor haufige Primartumore

ZNS-Tumore ALL; Hodgkin-Lymphom; ZNS-Tumore

MDS/AML ALL; Hodgkin-Lymphom; ZNS-Tumore

Mammakarzinom ALL; Hodgkin-Lymphom; Non-Hodgkin-Lymphome; ZNS-Tumore;
Knochentumore; Weichteilsarkome; Wilms-Tumor

Schilddriisenkarzinom ALL; Hodgkin-Lymphom; Non-Hodgkin-Lymphome;
Knochentumore; Weichteilsarkome; Neuroblastom

Knochentumore ALL; Knochentumore; Weichteilsarkome; (erbliches)
Retinoblastom

Weichteilsarkome ALL; Hodgkin-Lymphom; Knochentumore; Weichteilsarkome;
Wilms-Tumor; (erbliche) Retinoblastome

Dabei ist, wie bei den Tumorsyndromen (siehe Kapitel 1.2.2.3), wiederum der
Zusammenhang mit der Therapie wichtig. Es ist unklar, ob der Ersttumor eine
unabhéngige Variable fir die Entstehung eines bestimmten Zweittumortyps ist,
oder ob die fur die jeweilige Erkrankung durchgefihrte Therapie der
entscheidende  Grund  fir die  Entwicklung eines  spezifischen
Sekundarmalignomes ist 1" So sind beispielsweise Topoisomerasehemmer fiir
die haufig genannten Sekundéarleukamien pradisponierend. Eine Ubersicht iiber
Therapie und damit zusammenhangende Sekundarmalignome kann Tabelle 3
geben. In Kapitel 1.2.3 wird auf den Zusammenhang von Therapie und




1.2 Sekunddrmalignome 13

Sekundarmalignom in der Folge ausfihrlich eingegangen, da die Therapie
ausschlaggebend fur die Entstehung weiterer Neoplasien ist.

Tabelle 3. Sekundarmalignome und pradisponierende Therapie

Legende: Abkirzungen: ZNS: zentrales Nervensystem; MDS: myelodysplastisches
Syndrom; AML: akute myeloische Leukamie.
Tabelle modifiziert nach Bhatia, S. und Sklar, C. in Nat Rev Cancer (2002) [**!

Therapie korrespondierendes Sekundarmalignom

Bestrahlung ZNS-Tumoren; Mammakarzinom; Schilddrisenkarzinom;
Knochentumoren; Weichteilsarkome
(je nach Bestrahlungsfeld)

Alkylantien MDS/AML; Knochentumoren
Topoisomerase-II-Inhibitoren MDS/AML
Anthrazykline Weichteilsarkome

1.2.2.3 Entitaten bei Tumorsyndromen

Auch eine zugrundeliegende genetische Erkrankung kann, haufig in
Zusammenhang mit einer bestimmten Therapieform, zu bestimmten
Sekundarmalignomen pradisponieren. So haufen sich unter Patienten mit
Defekt des Retinoblastom-Gens, die im Rahmen ihrer Behandlung bestrahlt
wurden, Sarkome als Zweitneoplasien ['®¢!. Patienten mit Li-Fraumeni-Syndrom
sind aufgrund ihrer Erkrankung, einem Defekt des TP53-Tumor-Supressor-
Gens, per se fur die Entstehung von Tumoren empfénglich. Besonders
vulnerabel sind diese Patienten gegeniber der Therapie einer Krebserkrankung
im Kindesalter; die Zweittumoren entstammen dann meist dem fur Li-Fraumeni
typischen Spektrum (Mammakarzinom bei jungen Frauen, Weichteilsarkome
bei Kindern) ') SchlieBlich tragen Patienten mit Ataxia-Teleangiektatika (Louis-
Bar-Syndrom), wiederum im Zusammenhang mit Bestrahlung, sehr haufig in
der Folge des Primartumors ein erhdhtes Risiko fir die Entwicklung von

Mammakarzinomen 1671,
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1.2.3 Risikofaktoren far die Entwicklung eines
Sekundarmalignoms

Die Entstehung eines Sekundarmalignoms ist an verschiedene Risikofaktoren
geknipft, von denen die meisten direkt mit dem Ersttumor zusammenhangen.
Wie in Kapitel 1.2.2 ausgefuhrt, stellen die Art des Ersttumors sowie dessen
Therapie die entscheidenden Variablen dar.

1.2.3.1 Geschlecht

Méadchen und Frauen zeigen ein erhohtes Risiko fir die Entwicklung von
Sekundarmalignomen, zumindest was Brust- und Schilddrisenkrebs als

(4 Dies kann, wie Studien an erwachsenen

Zweittumor angeht
Krebslberlebenden zeigen, an der allgemein erhdhten Vulnerabilitdt von
Frauen gegenuber der Entwicklung von Krebs liegen, was mdglicherweise
verursacht wird durch eine erhdhte Aktivitat von Cytochrom P450 und anderen
Enzymen, eine erhéhte Bildung von DNA-Bindungen, eine erhdhte
Mutationsraten bei TP53 und vor allem den Auswirkungen von Hormonen,

besonders Ostrogenen, auf das Tumorwachstum 199,

1.2.3.2 Alter

Auch das Alter ist ein wichtiger Risikofaktor fur die Entstehung von
Zweitmalignomen. Je junger die Kinder bei Diagnose, desto hdher das Risiko
fiir die Entwicklung padiatrischer Sekundarneoplasien '8 76 114, 115, 129, 140, 172]
Dies scheint insbesondere fir Kinder zu gelten, deren Ersttumor mit
Strahlentherapie behandelt wurde. Ursache dafiir kdnnte die erhéhte
Vulnerabilitdt des betroffenenen Gewebes sein, die erhéhte Zellteilungsrate im
jungeren Kindesalter oder die langere Zeit der Nachsorge, was spate
Komplikationen eintreten lasst ['®\. Bei der Chemotherapie ist dagegen héheres

13, 37, 60, 146, 149, 175, 184] (

Alter mit einem erhdhtem Risiko verbunden | siehe auch

Kapitel 1.2.3.4).

1.2.3.3 Art des Primartumors

Wie in Kapitel 1.1.2 dargestellt, zahlen die Leuk&mien und ZNS-Tumore zu den
h&aufigsten Malignomen des Kindesalters. Bei den Tumoren, denen gehéauft ein
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padiatrisches Sekundarmalignom folgt, sind beide Entititen jedoch
unterproportional vertreten. Es sind vielmehr die Hodgkin-Lymphome und
Weichteilsarkome, die ein hdéheres Risiko fir eine weitere maligne Entartung
zeigen und, gemessen an ihrem primaren Auftreten, als Vorlaufer fir
Sekundarmalignome (iberreprasentiert sind "', Ob dabei aber wirklich die Art
des Ersttumors eine unabhangige Variable darstellt oder ob vielmehr die
durchgeflihrte Therapie, die ja von der Diagnose abhéangt, entscheidend ist, ist,

wie oben ausgefihrt, bislang unklar %,

1.2.3.4 Therapie des Primartumors

Die Therapie kindlicher Malignome besteht in der Regel aus Chemotherapie, je
nach Entitat und Stadium kombiniert mit Bestrahlung und bei soliden Tumoren
mit einer chirurgischen Therapie. Dabei ist das Risiko fur ein Zweitmalignom
gegenuber der Normalbevdlkerung nach Radiotherapie um das sechsfache
erhéht; alleinige Chemotherapie zeigt ein relatives Risiko von 7,4 und werden
sowohl Chemo als auch Bestrahlung eingesetzt, ergibt sich ein 12,5-faches
Risiko. Allerdings ist das Zweitmalignomrisiko nach einer malignen Erkrankung
bereits ohne Bestrahlung und ohne Chemotherapie um mehr als das dreifache
(SIR=3,3) erhdht "®1.

Fir die Strahlentherapie gilt, dass einzelne Organsysteme gegenlber der
karzinogenen Wirkung unterschiedlich vulnerabel sind. Dabei kommen die
Sekundarmalignome Uberwiegend im bestrahlten Feld oder an dessen Rand
vor; die Wahrscheinlichkeit fir ein Sekundarmalignom steigt mit der Dosis 1?2 %8
62, 65, 82, 100. 109,157 173. 1741 nd verhalt sich umgekehrt zum Alter der Patienten: je
jinger die Kinder, desto hdher ist das Risiko ['4 '8 94 115 129, 140, 164, 172, 186]
Zwischen Zeitpunkt der Bestrahlung und der Diagnose des Zweittumors liegt
meist eine Latenz von mehreren Jahren; beim Hodgkin-Lymphom betragt sie im
Mittel zehn Jahre !4 1562109, 114]

Bei Chemotherapie weisen einzelne Bestandteile starke Unterschiede
hinsichtlich des Risikoprofils auf. Klare Risikofaktoren hierbei sind Alkylantien
und Topoisomerase-ll-Inhibitoren. Diese erhéhen das Risiko insbesondere fur
Myelodysplasien, AML bzw. Leukamien allgemein, sowie fur Knochen- und

Blasenkrebs. Fur Alkylantien gilt, dass das Risiko mit der Dosis und, umgekehrt
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wie bei der Radiotherapie, auch mit dem Alter der Patienten zunimmt. Die
Sekundarmalignome treten im Mittel nach einer Latenz von vier bis sechs
Jahren auf 1'°!,

Eine weitere Therapieoption flr Patienten mit Hochrisikomalignomen stellt die
hamatopoetische Stammzelltransplantation dar. Kinder, die diese Prozedur
durchlaufen, zeigen ein zwanzigfach erhdhtes Risiko fur die Entwicklung eines
Zweitmalignoms; nach 15 Jahren liegt das kumulative Risiko bei 11%. Je friher
die Therapie durchgefihrt wird, desto hoéher ist das Risiko. Die
hamatopoetische Stammzelltransplantation ist haufig mit einer
Ganzkdérperbestrahlung und intensivierter Chemotherapie verbunden, was das
erhéhte Risiko allerdings nur teilweise erklart, da das Risiko far
Sekundarmalignome durch Chemo- und Radiotherapie allein nur um das 12,5-

159 Eine weitere Ursache des erhdhten

fache erhoht ist, siehe oben
Sekundarmalignomrisikos nach hamatopoetischer Stammzelltransplantation
stellt die Immunsuppression dar, unter der viele dieser Patienten stehen, sei es
zur Vorbereitung auf die Transplantation oder zur Prophylaxe einer Graft-
versus-Host-Reaktion "> %1, Dabei handelt es sich allerdings eher um einen
indirekten Effekt der Therapie des Primartumors. Ein weiteres ,indirekies
Risiko“ stellt die Posttransfusions-Hepatitis dar.

Einige Patienten haben unter der Therapie des Primartumors einen
bedeutenden Bluttransfusionsbedarf. Blutprodukte wurden zwar in den letzten
Jahren immer sicherer, eine absolute Sicherheit gibt es jedoch nicht, so dass
sich ein gewisser Teil derer, die Blutprodukte transfundiert bekommen, mit
Hepatitis infiziert. Eine virale Hepatitis nun ist ein Risikofaktor fur die

Entstehung des hepatozellularen Karzinoms ®°.

1.2.3.5 Familiare Pradisposition und genetische Syndrome

Zwei Aspekte sprechen fir eine familidre Komponente bei der Entwicklung von
Zweitmalignomen. Zum einen zeigen Kinder aus Familien, in denen Erst- und
Einzelmalignome gehauft in jungem Alter auftreten, ein erhdhtes Risiko fur die

Entwicklung von Sekundarmalignomen.
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Zum anderen haben Kinder, die an einem Zweittumor erkrankt sind, signifikant
haufiger Verwandte mit maligner Erkrankung. Gehauft handelt es sich dabei um
die Tumorentitat, die bei den Kindern als Sekundarmalignom auftritt 64,

Genetische Syndrome spielen — wie bei padiatrischen Tumoren allgemein —
auch bei Zweitmalignomen eine Rolle. Eine Ubersicht Uber ausgewénhlte

Tumorsyndrome wurde bereits in Kapitel 1.1.1.3 gegeben.

Tabelle 4. Ubersicht iiber bekannte Ursachen von Sekundirmalignomen

Legende: Abkirzungen: NF-1: Neurofibromatose I; Rb: Retinoblastom.
Tabelle modifiziert nach Feig, S. A. in Blood Cells Mol Dis (2001) "]

Entstehungsmechanismen von Sekundarmalignomen

in direktem Zusammenhang mit der Therapie

Bestrahlung
Alkylantien

Topoisomerase Il - Inhibitoren

in indirektem Zusammenhang mit der Therapie

Immunsuppression

Hepatitis

genetische Faktoren
NF-1, Rb, p53,

Xeroderma pigmentosum

Ataxia teleangiectatica

1.2.4 Zusammenfassung padiatrische Malignome und
Sekundarmalignome

Die verbesserte Therapie in der padiatrischen Onkologie ist ein groBer Erfolg,
der in seiner Bedeutung nicht hoch genug eingeschatzt werden kann. So stieg
in den letzten Jahren und Jahrzehnten nicht nur die Zahl der Uberlebenden
kindlicher Tumoren an, auch die Uberlebensdauern nahmen kontinuierlich zu.
Damit wuchs allerdings auch die Zahl der Sekundarmalignome stetig, was
dieses Thema mehr und mehr in den Fokus der aktuellen Krebsforschung
bringt. Aber nicht nur die wachsende Haufigkeit, auch die schlechtere Prognose
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macht Sekundarmalignome zu einem Aspekt mit hoher Relevanz in der
padiatrischen Onkologie und Hamatologie.

Die Entitdten der Sekundarmalignome unterscheiden sich dabei von den
haufigsten Tumorentitaten im Kindesalter und sind abhangig von der Art des
Ersttumors sowie dessen Therapie. Bei Vorliegen eines genetischen
Tumorsyndroms herrschen wiederum andere Verteilungen unter den
Zweitneoplasien. Die absolute Haufigkeit von Sekundéarneoplasien ist allerdings
gering, nur etwa 1,5% der an einem péadiatrischen Malignom Erkrankten
entwickelt im Lauf von 10 Jahren ein Sekundarmalignom "% Dabei sind einige
Risikofaktoren bekannt: Geschlecht (Madchen mehr als Jungen) und Alter, die
Art des Primé&rtumors (Hodgkin-Lymphome als Entitat mit dem hdchsten Risiko)
sowie familidre Pradisposition und das Vorkommen genetischer
Tumorsyndrome.

Dabei ist die Atiologie der Sekundarmalignome in der (iberwiegenden Zahl der

Falle weiterhin unklar.

1.3 Mikrosatelliten-Instabilitat

1.3.1 DNA-Mismatch-Reparatur (MMR)

Bei den DNA-Mismatch-Reparatur-Genen handelt es sich um DNA-
Stabilitaitsgene, sogenannte Caretaker-Gene, die Replikationsfehler und
Schaden, die durch mutagene Noxen induziert wurden, reparieren und so die
Stabilitat des Erbguts gewahrleisten (s. Kapitel 1.1.1.2).

Dabei ist das Konzept des Mismatch-Repair-Systems bereits seit 1964/1965
bekannt ['*2. Es wurde zunachst an Escherichia coli erforscht, aber erst 1993
gelang es Fishel et al., den Genort eines Homologs des bereits bekannten
Mismatch-Repair-Proteins mutS aus E.coli beim Menschen zu identifizieren 4.

1.3.1.1 Aufgaben des Mismatch-Repair-Systems

Die Aufgaben des Mismatch-Repair-Systems sind vielfaltig und wurden zu
einem groBen Teil erst im letzten Jahrzehnt erforscht, was vornehmlich an
prokaryontischen Zellen erfolgte "®. Da das Mismatch-Repair-System durch die
Evolution hoch konserviert ist & "% lassen sich die Ergebnisse vielfach
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Ubertragen, beziehungsweise ist eine gezielte Suche nach bestimmten Genen,

Genprodukten und dann auch Wirkmechanismen dieser Proteine in

Eukaryonten méglich 12,

In menschlichen Zellen sind Proteine des Mismatch-Repair-Systems an

verschiedenen Prozessen beteiligt:

S Korrektur von Fehlern bei der Replikation wahrend der Zellteilung, vor
allem in repetetiven DNA-Abschnitten

S Zellantwort auf DNA-Schadigung (verursacht durch Methylierung,
Cisplatin, wahrscheinlich auch durch ionisierende Strahlung,
Topoisomerase-Hemmer, Antimetaboliten, UV-Strahlung sowie DNA-
Interkalation ['®%))

S Regulation der Rekombination wahrend der Meiose

S Initiierung des ,cross-overs* wahrend der Meiose

S Bildung der Antikdrpervielfalt ["®!

Dabei soll im Rahmen dieser Arbeit auf die ersten beiden Punkte eingegangen

werden, da diese bei der Tumorigenesis besonders relevant sind.

1.3.1.1.1 Korrektur von Fehlern bei der Replikation wahrend der Zellteilung

Mikrosatelliten sind im gesamten Genom haufig vorkommende repetitive
Sequenzen einfacher Nukleotidmuster wie [CA],, sogenannte Repeats (siehe
auch Kapitel 1.3.2). Wahrend der Replikation dieser Mikrosatelliten kann es
vorkommen, dass der Polymerasenkomplex kurzzeitig von dem zu
replizierenden Strang dissoziiert und sich falsch wieder anlagert % die
Polymerase ,rutscht* gewissermaBen ™ so dass es zu Mikrosatelliten
ungleicher Lange kommt ([CA]n:x). Die DNA-Polymerase besitzt eine hohe
Spezifitdt zu Nukleotiden, zudem entfernen Exonukleasen entstandene Fehler
sofort (proofreading-function der DNA-Polymerase), so dass die Replikation
normalerweise weitgehend fehlerfrei verlauft " % Dennoch kénnen, im
gesamten Genom — nicht nur im Bereich der Mikrosatelliten — Fehler wéhrend
der Replikation auftreten. Bei diesen seltenen Ereignissen handelt es sich meist
um so genannte ,mismatches®, d.h. falsch eingebaute Basenpaare, die nicht
komplementar sind, oder um ungepaarte Nukleotide, die durch Deletion oder

Addition von Nukleotiden im Tochterstrang entstanden sind. Diese ungepaarten
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Basen bilden Schlaufen (,insertion/ deletion loops*, IDL), die sich auBerhalb der
Helix befinden. Das Mismatch-Repair-System (MMR) erkennt diese Schleifen
und ,mismatches” und entfernt sie. Danach kann die Polymerase diesen Teil
des Stranges neu synthetisieren 7,

Die genaue Funktionsweise dieses Mechanismus wurde zunadchst an
Prokaryonten erforscht. In E.coli wirken Proteinkomplexe aus vier Proteinen
(mutS, mutL, mutH und uvrD) zusammen 3. Die am Mismatch-Repair-System
in Eukaryonten beteiligten Proteinkomplexe setzen sich aus Homologen dieser
bei E.coli zuerst beschriebenen Proteine zusammen "1,

MaBgeblich beteiligt an der Reparatur von Replikationsfehlern beim Menschen
sind die fiinf Homologen von mutS (MSH) ', Dabei bilden MSH2 und MSH6
gemeinsam das Heterodimer MutSa, das fir die Reparatur von Nukleotid-
mismatches und kleinen IDLs zustandig ist & %> 2% wahrend MSH2 mit MSH3
MutSB bildet, das gréBere IDLs (mehr als 2 Nukleotide) wiederherstellt 2.
MSH2 ist die wichtigste Komponente, da ihr Ausfall den kompletten Verlust des
Mismatch-Repair-Systems bedeutet, was Versuche mit Knock-out-Mausen
bestatigt haben: Mause mit Verlust von MSH3 oder MSH6 entwickeln mildere
Phanotypen, als dies bei einem Verlust von MSH2 der Fall ist *%. Aber nicht nur
die Replikation bei der mitotischen Zellteilung wird durch das Mismatch-Repair-
System Uberwacht, sondern auch die Meiose. MSH4 und MSH5 Ubernehmen
bei der Meiose die Aufgaben von MutSa und MutSB bei der Beseitigung von
mismatches und IDLs, indem sie gemeinsam ein Heterodimer bilden ['”: %%, Dies
ist wohl auch der Grund daftr, warum Mause, bei denen nur MSH2 und MSH6
ausgeschaltet wurden, keine nennenswerten Schaden in der Keimzellbahn
aufweisen "7,

Die vier beim Menschen bekannten Homologe von mutL MLH1, MLH3, PMS1
sowie PMS2 bilden drei Heterodimere, deren wichtigstes MutLa, geformt aus
MLH1 mit PMS2, darstellt. MutLa wirkt zusammen mit MutSa und verbessert
die Diskrimination zwischen Homo- und Heteroduplexen und ist an der
Rekombination wahrend der Meiose beteiligt ™" %% 9% 39 wid MutLa
ausgeschaltet, ergibt sich im knock-out-Modell ein ahnlich schwerer Phanotyp
wie bei Fehlen von MSH2 "], Die Aufgabe von MutLB (MLH1 + PMST) ist
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Abbildung 2. Mismatch-Reparatur eines einzelnen Nukleotids.
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wird, bindet MutSo. unter ATP-
Spaltung an den DNA-Strang. Dabei
nimmt MutSa eine geschlossene
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verlagern. (d) Die Exonuklease 1 entfernt nun den neu replizierten Tochterstrang bis
zu der Stelle der falsch eingebauten Guanin-Base. (e) AnschlieBend kann der Fehler

durch Neusynthese korrigiert werden.

Abbildung 3. Reparatur von IDLs an Mikrosatelliten-DNA
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Das Heterodimer MutSp aus hMSH2
und hMSH3 bindet unter ATP-
Spaltung an die Stelle der Schlaufe
von ungepaarten Nukleotiden, wie
sie entstehen, wenn die DNA-
Polymerase bei der Replikation von
repetitiven DNA-Sequenzen
Jrutscht®. Analog zu Abbildung 2 wird
dann der fehlerhafte Strang entfernt

und neu repliziert. Aus grafischen Griinden wurde hier jeweils nur eine kleine Schlaufe
dargstellt. Diese werden normalerweise von MutSo repariert, wahrend das hier
dargestellte Heterodimer MutSP Schlaufen mit einer Ldnge von mehr als zwei
Nukleotiden, wie sie typischerweise bei der Replikation von Mikrosatelliten vorkommen,

korrigiert.

Abb. aus Jascur, T. und Boland, C. R. in Int J Cancer (2006) 1’3
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unbekannt ['*3 wahrend MutLy (MLH1 + MLH3) hauptsachlich eine Rolle in der
meiotischen Zellteilung spielt, auf die hier nicht naher eingegangen werden soll.
AuBerdem besitzt MutLy wahrscheinlich eine Sicherungsfunktion fir MutLa bei
der Reparatur von kleinen mismatches und Schleifen 172733,

MutH besitzt bei E.coli die Funktion einer Endonuklease, die nach Aktivierung
durch mutS und mutL fehlerhafte Stellen in dem neu synthetisierten Strang
schneidet. UvrD, eine Helicase, entwindet darauf die Helix, so dass
Exonukleasen die fehlerhafte Stelle entfernen kdénnen. Sowohl fur mutH als

auch fir uvrD konnten bei Eukaryonten keine Homologen gefunden werden [¢*

78, 91]

1.3.1.1.2 Zellantwort auf DNA-Schadigung

Es ist bekannt, dass Zellen mit defektem Mismatch-Repair-System resistent
gegen DNA schadigende Noxen sind, wahrend Mismatch-Repair-kompetente
Zellen nach Einwirkung dieser Stoffe im Zellzyklus verharren, beziehungsweise,
je nach Dosis, in Apoptose gehen 28 €51,

Zellen mit nicht funktionierendem Mismatch-Repair-System besitzen nach
Exposition gegenltber methylierenden Stoffen wie MNU oder MNNG eine 100-
fach hohere Resistenz gegenuber Zelltod als Zellen mit intaktem

Reparatursystem 5%,

Diese methylierenden Substanzen vom Sy1-Typ
Ubertragen ihre Methyl-Gruppe auf extrazyklische Sauerstoffatome der DNA-
Basen, wobei O%-Methylguanin (M*G) entstehen kann, welches hauptséchlich
verantwortlich ist fir die Toxizitat dieser Wirkgruppe: MG kann sowohl eine
Bindung mit Cytosin als auch mit Thymin eingehen "". Diese Veranderung des
Guanins betrifft den parentalen Strang, also das Original, wahrend sich das
unter Umstanden fehlerhaft eingebaute Thymin im neu replizierten Strang
befindet. Das Mismatch-Repair-System erkennt nun die falsche eingesetzte
Base “® und es kommt zur Lyse dieses Strangabschnittes (siche Kapitel
1.3.1.1). Es wird bei der folgenden Neusynthese jedoch mit hoher
Wahrscheinlichkeit erneut zum Einbau von Thymin kommen; der
Reparaturmechanismus des Mismatch-Repair-Systems bleibt frustran. Tritt
dieser Vorgang mehrfach ein einer Zelle auf, kann die Zelle den Checkpoint vor

Eintritt in die Mitose nicht passieren, es kommt zum Stopp des Zellzyklus und
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die Zelle verharrt in G2 28 731 Anders verhélt es sich dagegen bei Zellen mit
defektem Mismatch-Repair-System. Hier wird der falsche Baseneinbau nicht
erkannt und die Zellteilung kann ungehindert weiterlaufen. Mismatch-Repair-
defizitdre Zellen sind also nicht resistent gegen DNA-Schadigungen, sondern
toleranter — auf Kosten einer hohen Mutationsrate ",

Eine zehnfach erhdhte Resistenz gegentber Zelltod weisen Mismatch-Repair-
defekte Zellen auf, die gegenltber Antimetaboliten wie 6-Thio-Guanin exponiert
sind. Der Mechanismus hierbei ist mit dem von methylierenden Substanzen
vergleichbar [ 1811,

Zweifach erhéht ist die Resistenz bei Cisplatin (CDDP) * °% 22 CDDP fiihrt
innerhalb eines Stranges zu Quervernetzungen, die gewissermaBen eine
mechanische Barriere flr die DNA-Polymerase darstellen, so dass es innerhalb
kurzer Zeit zum Stopp des Zellzyklus kommt. An dem Signalweg vom Halt der
Polymerase bis zum Zellarrest sind Proteine des Mismatch-Repair-Systems
beteiligt [°2.

Die Mismatch-Repair-Proteine sind jedoch nicht nur am Stopp des Zellzyklus
beteiligt, sie kdbnnen nach erfolgter Schadigung die Zelle auch direkt in die
Apoptose leiten ['®. Der genaue Mechanismus ist unbekannt, Jiricny et al. ['”!
vermuten eine direkte Interaktion der an die beschadigte Stelle gebundenen

Mismatch-Repair-Proteine mit dem Signalweg der Apoptose 1 77 189

1.3.1.2 Funktionsverlust des Mismatch-Repair-Systems

Jiricny bezeichnet das Mismatch-Repair-System als ,facettenreich®. So sind die
Mismatch-Repair-Proteine an zahlreichen Prozessen innerhalb der Zelle
beteiligt, die den Stoffwechsel und die Homdostase der DNA betreffen ") Von
daher ist es leicht zu verstehen, dass das Mismatch-Repair-System groBe
Bedeutung im Erhalt der Integritéat des Erbguts hat, vor allem im Hinblick auf die
Entstehung von Tumoren. Diese immense Bedeutung des Mismatch-Repair-
Systems flur den menschlichen Organismus ist besonders deutlich bei einem
Ausfall des Systems zu erkennen. Die klinischen und molekularpathologischen
Konsequenzen eines Funktionsverlustes des Mismatch-Repair-Systems sollen
in den folgenden Kapiteln dargestellt werden.
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1.3.2 Definition und Vorkommen von Mikrosatelliten

Das menschliche Genom besteht aus circa 3000 Mega-Basen (Mb) DNA, von
denen allerdings nur etwa 30% der Kodierung von Genen zugeordnet werden
kénnen. 70% dagegen liegen auBerhalb codierender Abschnitte. Etwa ein
Flnftel dieser anndhernd 2100 Mb extragener humaner DNA liegt als repetitive
DNA vor.

Repetitive DNA besteht aus wiederholten Abschnitten, die an verschiedenen
Stellen in das Genom eingestreut sind. Zum einen existieren mehrfach
hintereinander kopierte Gene, die jedoch nicht abgelesen werden und deshalb
nicht zu den codierenden Abschnitten z&hlen. Zum anderen liegt repetitive DNA
als Satelliten-DNA vor, die aus einem einfachen Motiv einer Nukleotidabfolge
besteht, das sich mehrfach hintereinander wiederholt. Meist handelt es sich bei
diesem Motiv um die Basenfolge Cytosin — Adenosin in definierter Anzahl
(CA)n, kann theoretisch jedoch jede Anzahl sowie jede Basenreihenfolge
annehmen. Enthalt das Motiv 2-10 Basenpaare (bp), spricht man von einem
Mikrosatelliten, bei Folgen von 10-100 bp von Minisatelliten, wahrend
klassische Satelliten Motive von 100-6500 bp enthalten. Das humane Genom
enthélt etwa 50.000 bis 100.000 Mikrosatelliten mit der Folge (CA),. ['2% 124,
Kommt es wahrend der Replikation der Mikrosatelliten zu dem oben
beschriebenen ,Rutschen” der DNA-Polymerase, so entstehen Mikrosatelliten
ungleicher Lange (siehe Kapitel 1.3.1.1.1). Werden diese durch das Mismatch-
Repair-System nicht erkannt und repariert, kommt es zur Persistenz der
ungleich langen Mikrosatelliten. Dieses Vorkommen von Mikrosatelliten
veranderter Lange nennt man Mikrosatelliten-Instabilitdt. Deren klinische
Bedeutung wurde an HNPCC, einem erblichen Tumorsyndrom, erkannt.

1.3.3 Hereditares nichtpolyposes Kolonkarzinom

Das hereditare nichtpolypése Kolonkarzinom (Hereditary non-polyposis
colorectal carcinoma, HNPCC) ist die Bezeichnung flr eine heterogene Gruppe
von Erkrankungen " mit familiar gehauftem Auftreten von proximalem
Kolonkarzinom und/oder Endometriumkarzinom bereits in jungem Alter (30.-40.
Lebensjahr); ebenso sind Tumoren von Magen, Pankreas, Mamma, Nieren und
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Harnleiter sowie Leukdmien und Sarkome beschrieben ['®® 182 Es handelt sich
dabei um eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung mit variabler
Penetranz ['2,

Dabei ist HNPCC als eine Erkrankung zu sehen, deren Nomenklatur sich
historisch mit wachsendem Verstandnis von Pathologie und zugrunde
liegenden molekularbiologischen Mechanismen entwickelt hat '%. Der Begriff
HNPCC wurde 1985 erstmals von Henry T. Lynch verwendet, der damit die
beiden Krankheitsbilder Lynch-I-Syndrom (Patienten erkranken nur an
proximalen Kolonkarzinomen) sowie Lynch-II-Syndrom (Betroffene erkranken
an proximalen Kolonkarzinomen und exirakolonischen Malignomen)
zusammenfasste. Er grenzte damit die Gruppe der HNPCC, bei der die
Karzinome sich sehr schnell aus wenigen einzelnen Adenomen entwickeln (2]
von der familidren adenomatdsen Polyposis (FAP) abl", bei der sich die
Karzinome Uber maligne Entartung aus zahlreichen adenomatésen Polypen
entwickeln "2, 1991 schloss Lynch noch das Muir-Torre-Syndrom mit in das
Erkrankungsbild ein 1'% Auch hierbei handelt es sich um eine autosomal-
dominant erbliche Erkrankung, bei der neben viszeralen Malignomen noch
zahlreiche benigne und maligne Talgdriisentumore auftreten 4.

Zunachst wurde das ,neue* Syndrom mit Skepsis betrachtet !'®. Dies anderte
sich erst, als finnische Arbeitsgruppen Ergebnisse von Klinischen
Untersuchungen zu diesem Thema verdffentlichten und dadurch Unterschiede
von HNPCC zur FAP bewiesen und damit die Beobachtungen von Lynch
unterstiitzten % %1 AuBerdem konnten besondere histologische Merkmale
der mit HNPCC assoziierten Tumore, wie schlechte Differenzierung, fehlende
Schleimproduktion und Lymphozyteninfiltration, gezeigt werden [ 17,

Den Durchbruch in das Rampenlicht des medizinischen Interesses erreichte
das Krankheitsbild aber erst 1993, als die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen entdeckt und beschrieben wurden — nahezu zeitgleich von drei
verschiedenen Arbeitsgruppen [ 71 1251701

Bei dem neu entdeckiten der Erkrankung zugrunde liegenden Mechanismus
handelt es sich um einen Keimbahndefekt der fir das Mismatch-Repair-System

(siehe Kapitel 1.3.1) codierenden Gene und einem damit verbundenen Ausfall
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dieses Systems, was zu einer erhéhten Mutagenitat fihrt, da wahrend der
Replikation entstehende Fehler nun nicht mehr repariert werden kénnen ! In
den meisten der untersuchten Falle lag der Defekt in einem der beiden
Mismatch-Repair-Gene MSH2 oder MLH1 [24 3% 961211 'Damit war die klinische
Bedeutung des Mismatch-Repair-Systems (siehe Kapitel 1.3.1) eindrucksvoll
belegt: der Ausfall des Systems bewirkt eine Pradisposition zu einer Reihe von
Tumoren, die in HNPCC beschrieben sind (siehe oben). Mit der Beschreibung
des molekulargenetischen Mechanismus von HNPCC war es nun mdglich, die
Diagnose-Kriterien der Erkrankung neu zu fassen.

1991 hatte eine internationale Arbeitsgruppe (International Collaborative Group

177 erstmals

on Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer ICG-HNPCC
Kriterien flr die Diagnose der HNPCC festgelegt (Amsterdam-Kriterien), die
sich jedoch bald als zu wenig sensitiv erwiesen ", so dass eine revidierte

Fassung erarbeitet wurde, die Amsterdam-II-Kriterien ['"® (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5. Diagnosekriterien fiir HNPCC

Tabelle modifiziert nach Jass, J. R. in World J Gastroenterol (2006) 7%

Bezeichnung Kriterien

Drei Verwandte ersten Grades mit kolorektalem Karzinom

Amsterdam | Zwei Generationen sind betroffen

Ein betroffenes Familienmitglied ist junger als 50 Jahre

Familidre adenomatdse Polyposis wurde ausgeschlossen

Wie bei Amsterdam |, anstatt kolorektalem Karzinom jetzt auch Karzinome
Amsterdam Il des Endometriums, des Diinndarms, des Nierenbeckens oder des Ureters
(HNPCC-verwandt)

kolorektales Karzinom vor dem 51. Lebensjahr

mehrere kolorektale oder HNPCC-verwandte Karzinome

kolorektales Karzinom mit MSI-bedingter Histologie, Patient jinger als 60
Bethesda Jahre

(revidiert) kolorektales oder HNPCC-verwandtes Karzinom bei mindestens einem
Verwandten ersten Grades, Patient jlinger als 50 Jahre

kolorektales oder HNPCC-verwandtes Karzinom bei mindestens zwei
Verwandten ersten oder zweiten Grades, unabhangig vom Alter

1997 wurden mit den Bethesda-Kriterien erstmals Merkmale fir die Diagnose
der Erkrankung aufgestellt, die die neu entdeckie Mikrosatelliten-Instabilitat
beriicksichtigten . Die aktuelle Fassung der Bethesda-Kriterien, revidiert
2004, ist in Tabelle 5 dargestellt.
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Dabei musste zundchst einmal der Terminus ,MSI“ definiert werden. Das
Vorkommen instabiler Mikrosatelliten bedeutet primar lediglich einen
bestimmten Grad an genetischer Instabilitat (siehe auch Kapitel 1.3.2) und
bedeutet nicht per se das Vorliegen von HNPCC: Auch bei gesunden Individuen
lassen sich — eine ausreichende Zahl von untersuchten Mikrosatelliten
vorausgesetzt — instabile Mikrosatelliten nachweisen ?%. Dies ist Ausdruck einer
,2arundinstabilitdt im Genom, die gewahrleistet, dass sich eine Spezies unter
der Pramisse der genetischen Stabilitdt langfristig an verschiedene
Umweltbedingungen anpassen kann.

Es wurden zunachst die Begriffe MSI-High (MSI-H), MSI-Low (MSI-L) und MSS
fir stabile, in der Lange unveranderte Mikrosatelliten, etabliert. Als MSI-H
werden Tumoren bezeichnet, bei denen die Mehrheit der untersuchten Marker
instabil ist. Ist dagegen die Mehrheit stabil, spricht man von MSI-L. Nur wenn
alle Mikrosatelliten stabil sind, gibt man die Bezeichnung MSS [31: 42 101, 144, 171]
SchlieBlich wurde eine Referenzgruppe von finf Mikrosatelliten (,Bethesda
Panel’) nach folgenden Kriterien ausgewahlt. Zum einen sollten sie sensitiv sein
und in mehr als 80% der als MSI-H eingestuften Tumorproben in veréanderter
Lange, also instabil, vorliegen. AuBerdem wurde nach der Spezifitat
ausgewahlt, nach dem ein Marker in 20% der als MSI-L klassifizierten Proben
stabil sein sollte. Die ausgewahlten funf Loci zeigt Tabelle 6. Dabei soll ein
Tumor als MSI-H gelten, wenn zwei oder mehr der finf untersuchten Satelliten
instabil sind; bei einem instabilen Marker ist der Tumor MSI-L; als stabil wird er
bezeichnet, wenn beide Allele aller Mikrosatelliten in der Lange gleich sind.
Werden mehr als die funf vorgeschlagenen Marker untersucht, gilt far die
Auswertung die relative Anzahl instabiler Marker: mehr als 30-40%
Langenvarianz bedeutet MSI-H, bei weniger Instabilitdt wird die Bezeichnung
MSI-L vergeben und als stabil (MSS) ist ein Tumor auch hier nur dann zu

werten, wenn alle untersuchten Loci stabil sind.



28

1 _Einleitung

Tabelle 6. Internationale Richtlinien fiir die Bestimmung von MSI in

kolorektalem Karzinom

Legende: MSI-H: MSI-High; MSI-L: MSI-Low; MSS: Mikrosatelliten-stabil
Tabelle modifziert nach Boland, C. R. et al. in Cancer Res (1998) 2%,

Bethesda-Panel
Marker Wiederholungseinheit Accession-Nummer der Gen-Bank
BAT25 Mononukleotid 9834508
BAT26 Mononukleotid 9834505
D5S346 Dinukleotid 181171
D2S123 Dinukleotid 187953
D175250 Dinukleotid 177030
Kriterien fir die Interpretation
5 Loci analysiert | >5 Loci analysiert Interpretation
Anzahl der Marker, 22 230-40% MSI-H
die Instabilitat 1 <30-40% MSI-L
zeigen 0 0 MSS

Bei zwei der funf ausgewdahlten Marker des ,Bethesda Panels’ handelt es sich
um Mononukleotid-Mikrosatelliten, deren besonderer Vorteil es ist, dass sie
interindividuell stabil sind. Man muss also nicht die Lange der Satelliten im
Tumor mit der im Normalgewebe vergleichen um eine Aussage Uber die
Stabilitdt an diesen Loci treffen zu kdnnen, sondern es genugt allein die
Untersuchung im Tumorgewebe selbst, da die regelhafte Lange dieser Marker
bekannt ist.

Den Teilnehmern des Konsensusmeetings in Bethesda 1997, das dieses
Referenzpanel (,Bethesda-Panel’) festlegte, war klar, dass die ausgewahlten
funf Loci nicht die einzigen sind, mit denen eine Klassifizierung in MSI-H, MSI-L
oder MSS gelingen kann. Dennoch haben sie eine wichtige Funktion als
Referenz-Panel zur Bewertung von etablierten Markern und neuen Loci und um

Uniformitat und damit Vergleichbarkeit in der Forschung zu erreichen.
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1.3.4 Analyse von Mikrosatelliten auBerhalb des HNPCC-
Spektrums; EMAST-Instabilitat

Eine wesentliche Feststellung ist, dass das ,Bethesda-Panel’ nur fur die
Feststellung des MSI-Status beim Kolonkarzinom aussagekraftig ist, nicht aber
bei anderen bdsartigen Tumorentitaten %. Daraus folgt die Frage, ob weitere
Malignomentitaten inhdarent Mikrosatelliten-instabil sein kdnnen, oder ob ein
Defekt im Mismatch-Repair-System stets mit HNPPC und damit verwandten
Tumoren assoziiert ist.

Untersucht man Kolonkarzinome von HNPCC-Patienten auf MSI, so sind diese
in der Regel Mikrosatelliten-instabil. HNPCC ist eine autosomal-dominante
Erkrankung, der ein Keimbahndefekt in den Mismatch-Repair-Genen zugrunde
liegt. Dies auBert sich im Gewebe des Kolonkarzinoms als MSI-H. Das trifft
allerdings nicht auf alle anderen Tumoren des HNPCC-Spektrums zu. Testet
man HNPCC-assoziierte Tumoren auf MSI, so sind viele der untersuchten
Malignome MSI-L oder gar MSS, obwohl das in der Familie vorkommende
Kolonkarzinom MSI-H ist und auch in Tumorgewebe, das nicht dem
Kolonkarzinom entstammt, der Defekt des Mismatch-Repair-Systems durch
Ausfall beispielsweise von MSH2 (siehe Kapitel 1.3.1.1) nachweisbar ist (3]
Dieses Phanomen wird nicht nur bei Malignomen des HNPCC-Spektrums
beobachtet, sondern auch bei anderen bosartigen Erkrankungen wie
beispielsweise der AML (akute myeloische Leukamie). Hier wurden die Marker
BAT-25 und BAT-26, die auch im Bethesda-Panel enthalten sind, sowie ein
weiterer von Boland % vorgeschlagener Marker, BAT-40, in AML-Proben
getestet. Bis auf wenige Ausnahmen waren diese Marker auch in den Proben
stabil, deren Ursprungsgewebe als Mismatch-Repair-defizient bekannt waren
49 Bei hamatologischen Malignomen ist das Bild generell uneinheitlich. Hier
gibt es auBer der oben genannten Studie sowohl Beobachtungen, die bei
intaktem Mismatch-Repair-System eine hohe Rate an MSI feststellen [*" als
auch Veroffentlichungen, die aus ihrem untersuchten Kollektiv zu der
Schlussfolgerung kommen, dass alle h&matologischen Neoplasien mit MSI

[61]

defizient im Mismatch-Repair-System sind Diese teilweise kontraren
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Aussagen sind am ehesten dadurch zu erklaren, dass unterschiedliche
Mikrosatelliten untersucht wurden ™ ' unterschiedliche Labortechniken
angewandt wurden und die Fallzahlen in den einzelnen Studien gering sind <!,

Es gibt also Tumoren, in denen das Mismatch-Repair-System defekt ist, die
aber dennoch stabile Marker des Bethesda-Panels aufweisen und von daher
mit den klassischen funf Mikrosatelliten nicht als instabil zu diagnostizieren sind
201 Daraus resultieren Bestrebungen, ein Panel zu etablieren, das &hnlich dem
,Bethesda-Panel’ fur HNPCC flar andere Tumorentitdten zuverldssig

0] Um dieses Ziel zu

Mikrosatelliten-Instabilitdt detektiert (siehe Tabelle 6)
erreichen, wurden die komplexeren Tetranukleotid-Marker analysiert. Im
Bethesda-Konsensustreffen wurde eine Instabilitdt dieser Marker — im
Gegensatz zur ,echten” Form der MSI (itrue MSI’), wie sie bei HNPCC in
Kolonkarzinom-Proben gefunden wird — als ,.EMAST’ (elevated microsatellite

20 Betrachtet man die

alterations at selected tetranucleotides) bezeichnet !
Auftretenswahrscheinlichkeit von MSI und EMAST, so stellt man fest, dass es
kaum Uberschneidungen gibt von Tumoren, in denen sowohl EMAST als auch
die ,echte MSI* erhéht sind 2%. Zwar gibt es Untersuchungen von Tumoren des
HNPCC-Spektrums, in denen EMAST-positive Proben zu Uber 80% auch MSI-
H sind, jedoch tritt EMAST in HNPCC-assoziierten Tumoren isoliert signifikant
seltener auf als in Malignomen auBerhalb des HNPCC-Formenkreises. In
Tumoren, die nicht zu HNPCC gehéren ist es dagegen so, dass EMAST-
positives Gewebe nur selten ,echte MSI“ aufweist; hier ist sowohl EMAST
signifikant haufiger positiv als auch MSI-H signifikant weniger haufig, verglichen
mit Malignomen des HNPCC-Spektrums 1¥°.

Auch aus diesem Grund geht man nicht von einem Mismatch-Repair-Defekt als
gemeinsamer Ursache sowohl fiir das Auftreten von true-MSI als auch EMAST
aus, sondern postuliert eine andere Genese fir EMAST ¥%: zudem sind die
Proteine des Mismatch-Repair-Systems bei EMAST-positiven Tumoren im
immunhistochemischen Nachweis meist intakt > 3. Ein Zusammenhang von
EMAST-Instabilitdt und p53-Mutationen ist wahrscheinlich © *¢! ferner tritt
EMAST-Instabilitdt gehduft bei Tumoren auf, in deren Genese Kanzerogene

eine fihrende Rolle spielen (Kopf und Hals, Lunge, Harnblase im Gegensatz zu
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36, 187])

Niere und Prostata ! . Ein Zusammenhang zwischen Umweltfaktoren und

dem Auftreten von EMAST-Instabilitét gilt als gesichert ['%®!,

1.3.5 MSI und Sekundarmalignome

Nicht nur in der Therapie padiatrischer Malignome konnten groBe Fortschritte
erzielt werden (siehe auch Kapitel 1.2), auch in der Therapie von Malignomen
bei Erwachsenen sind die Uberlebensraten von Krebserkrankungen heute
deutlich gestiegen — und damit auch die Zahl derer, die an einem
Zweitmalignom erkranken 8. Dennoch ist die Zahl der Krebspatienten gering,
die im Laufe ihres weiteren Lebens an einer Sekundarneoplasie erkranken,
weswegen eine erhdhte Vulnerabilitdt dieser Personen, beispielsweise durch
Verlust des Mismatch-Repair-Systems, gegeniber Tumorleiden diskutiert wird
71 Es liegt eine Vielzahl von Studien vor, die belegen, dass die
Auftretenswahrscheinlichkeit von MSI bei Sekundéarneoplasien deutlich erhdht
ist gegeniiber sporadisch auftretenden Krebserkrankungen [& 9 38 117. 1511 'Eine
Assoziation dieser erhdhten Instabilitdt mit einem Mismatch-Repair-Defekt,
nachweisbar als eine der haufigsten Mutationen in den Mismatch-Repair-Genen
in hMLH1 oder hMSH2, ist dabei jedoch zumindest bei hamatologischen
Erkrankungen nicht gegeben "' "' Allerdings konnte in einer Studie gezeigt
werden, dass die Ersttumoren der Mikrosatelliten-instabilen
Sekundarmalignome haufig ebenfalls instabil sind, was eine erhdhte
Suszeptibilitdt der betroffenen Patienten als Ursache fir das Auftreten von
beiden malignen Erkrankungen nahe legt [''"],

Auch bei padiatrischen Sekunddrmalignomen konnte ein Zusammenhang
zwischen Mikrosatelliten-Instabilitat und dem Auftreten von Zweittumoren
festgestellt werden. In einer Serie von neun péadiatrischen Zweitmalignomen
unterschiedlicher Entitdten wurde eine MSI-Rate von 100% an funf bis sieben
Loci von insgesamt sieben untersuchten Markern festgestellt ”. Dieses
Ergebnis wird als Ausdruck eines Mutator-Phanotyps gesehen, der die Kinder
zur Entstehung von Sekundarmalignomen pradisponiert. Dieser Phéanotyp
besteht demnach von Geburt an als Keimbahndefekt in einem der
Stabilitditsgene und erhéht damit die Wahrscheinlichkeit fir die
Krebsentstehung bereits in frihen Lebensjahren. Die Wirkung dieses
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Keimbahndefekts wird durch die Krebstherapie noch potenziert, da die
hierdurch gesetzten Schaden nicht mehr suffizient repariert werden kénnen und
zu dem Schaden in den Stabilitatsgenen weitere Schaden beispielsweise in
Tumorsuppressor- oder Onkogenen kommen. Die Wahrscheinlichkeit fir eine
weitere Krebserkrankung steigt dadurch Uberadditiv an. Eine alternative
Hypothese besagt, dass der Defekt in den Stabilititsgenen erst durch die
Therapie des Primartumors entstanden ist und nun dadurch die

571 Diese zweite

Wahrscheinlichkeit fir eine Sekundarneoplasie erhdht ist
Hypothese ist allerdings nicht mit der von Olipitz et al. gemachten Beobachtung
in Einklang zu bringen, wonach bei der Mehrheit der Félle bereits die

Primartumoren Instabilitat der Mikrosatelliten aufweisen 71,
1.3.6 Zusammenfassung Mikrosatelliten-Instabilitat

Das Mismatch-Repair-System und die Mikrosatelliten-Instabilitdt haben also
Bedeutung weit Gber HNPCC hinaus. MSI konnte bei vielen Tumoren
nachgewiesen werden, die nicht unter das HNPCC-Spektrum fallen.
Genomische Instabilitdt ist als integraler Bestandteil der Karzinogenese
beschrieben. Diese Erkenntnis wird bisweilen als eine der wichtigsten
Fortschritte auf dem Gebiet der Krebsforschung bezeichnet ©7. Und mit dem
EMAST-Panel konnte eine weitere Form der MSI definiert werden, die eine
genetische Instabilitdt unabhangig von einer Defizienz der Gene des Mismatch-
Repair-Systems zu definieren scheint 2.

Bemerkenswert ist die Feststellung, dass gerade bei Sekundarmalignomen die
Rate von Tumoren mit MSI-H signifikant gegenlber sporadischen bzw. de-
novo-Tumoren erhdht ist und bei péadiatrischen Sekundarmalignomen sogar
100% erreichen kann "\ Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, ob eine
detaillierte Analyse von Mikrosatelliteninstabilitdit Aspekte der padiatrischen
Karzinogenese (siehe Kapitel 1.1.1) aufklaren kann und ob fir Kinder, die
aufgrund ihrer Genetik ein erhdhtes Risiko flr die Entwicklung eines

(171 ihrer besonderen Vulnerabilitat bei der Wahl

Zweitmalignoms besitzen
eines Therapieschemas Rechnung getragen werden sollte 7). Diesen Fragen

soll die vorliegende Arbeit nachgehen
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1.4 Fragestellung und Ziel

Die Bedeutung der Mikrosatelliteninstabilitat als mdoglicher Ursache der

postulierten erhdhten genetischen Vulnerabilitat von  Patienten  mit

Sekundarmalignomen nach Ersterkrankung im Kindesalter konnte in den

vorigen Kapiteln dargelegt werden.

Mit der vorliegenden Arbeit sollte nun zunéchst geklart werden, ob sich in

diesen Sekundarmalignomen tatsachlich geh&uft MSI nachweisen lasst, wie es

nach Literaturlage zu erwarten wére. Sollte dies der Fall sein, dann ist folgende

Fragestellung von klinischer Bedeutung:

a) Handelt es sich bei den MSI-positiven Patienten um eine Hochrisikogruppe
mit vorbestehendem Mutator-Phanotyp, bei der sich zwei Risiken addieren:
das grundsatzlich erhdhte Tumorrisiko und die erhdhte Vulnerabilitat

gegenlber der Mutagenitat der applizierten Chemotherapie

b) Wird bei Patienten mit Sekundarmalignom die MSI durch die
vorausgegangene, intensive Chemotherapie induziert und ist dadurch das
Risiko fur eine zweite Neoplasie erhdht

Zwischen diesen beiden Thesen kann derzeit nicht differenziert werden.

Im vorliegenden Projekt wurden in Zusammenarbeit mit der Tubinger
Universitats-Kinderklinik, dem Deutschen Kinderkrebsregister und 29
padiatrisch-onkologischen Zentren retrospektiv Patienten mit
Sekundarmalignom nach Neoplasie im Kindesalter auf das Vorliegen von MSI
untersucht. Dabei wurde die Rate von MSI-positiven Sekunddrmalignomen in
Bezug auf die Entitdt des Primar- und des Sekundarmalignoms untersucht
sowie bei Verfagbarkeit  von paraffinfixiertem Gewebe bzw.
Knochenmarksausstrichen der MSI-Status des priméaren Malignoms bestimmt,
um die oben angeflhrte Frage zu beantworten, ob es sich bei MSI um eine
bereits dem primaren Tumor zugrunde liegende Stdérung oder um ein
therapieinduziertes Sekundarphanomen handelt.

Die Beantwortung der Frage, welche der beiden Thesen zutrifft, ist von hoher
klinischer Relevanz. Sollte es sich bei den Patienten mit MSI-positivem
Sekundarmalignom um eine Patienten-Gruppe mit hereditirem Mutator-
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Phanotyp handeln, dann wére langfristig Uber ein MSI-Screening bei
Diagnosestellung der Ersterkrankung nachzudenken mit dem Ziel einer
angepassten Chemotherapie und Follow-up-Strategie, die einerseits die
moglicherweise vermehrte Therapie-Vulnerabilitat berlcksichtigen muss und
andererseits dem erhdhten Risiko eines Sekundartumors Rechnung tragen
sollte. Die frihzeitige Identifizierung solcher Kinder hatte auch fir inre Familien
unmittelbare diagnostische und moglicherweise therapeutische Konsequenzen.
Trifft die These zu, dass MSI erst durch die Therapie induziert wird, dann stellt
sich fur weitergehende Forschungsarbeiten die Frage, ob und welche Therapie-
Elemente mit Induktion von Mismatch-Repair-Defekten assoziiert sind und
welche Defekte des Reparatur-Systems induziert werden, um diesem Risiko in

weiteren Therapieplanungen zu begegnen.
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2 Material und Methodik

2.1 Patientencharakteristika

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Proben von Kindern untersucht, die an einem
Sekundarmalignom erkrankt waren. Die Daten dieser Kinder wurden auf
Anfrage der Autoren vom Deutschen Kinderkrebsregister in Mainz dem
behandelnden Zentrum dbermittelt, die dann Probenmaterial und klinische
Daten fir die vorliegende Studie zur Verfligung stellten. Dieses Register erfasst
seit 1980 in enger Zusammenarbeit mit ca. 130 kooperierenden
kinderonkologischen Zentren bundesweit (seit 1991 auch in den neuen
Bundeslandern) Krebserkrankungen bei Kindern. Bis 2004 wurden 37.169
Patienten gezahlt auf einer Bevolkerungsgrundlage von ca. 13 Millionen (Kinder
in Deutschland bis 15 Jahre). Der Vollzahligkeitsgrad der Erfassung liegt bei
95%, obwohl die behandelnden Arzte nach Zustimmung der Betroffenen
freiwillig an das Register melden. Es handelt sich um ein epidemiologisches
Krebsregister mit Integration klinischer Daten. Neben einem Langzeit-Follow-up
hinsichtlich Uberlebenswahrscheinlichkeiten, Spatfolgen und Zweittumoren
werden epidemiologische Studien durchgefuhrt. Von daher arbeitet das Institut
eng mit der Gesellschaft fir Padiatrische Onkologie und Hamatologie (GPOH)
zusammen, die in Studien die Behandlung von 90% aller padiatrischen
Krebspatienten iberwacht und optimiert "%,

Nach Ubermittlung der Daten konnten die behandelnden Krankenhauser direkt
angeschrieben werden mit der Bitte um die Zusendung von in Paraffin
eingebettetem Tumorgewebe bzw. von Ausstrichen von Knochenmark oder Blut
des Erst- und Zweitmalignoms, sowie zugehdrigem Normalgewebe der
jeweiligen Patienten. Dieses Material wurde zu Diagnostik und Therapie mit
.nformed consent“ entnommen, wobei explizit die Verwendung des Gewebes
zu wissenschaftlichen Zwecken mit eingeschlossen ist. Zudem wurde die hier
dokumentierte Untersuchung im November 2004 auf der 64. Halbjahrestagung

der GPOH in Frankfurt/Main vorgestellt und um Mitarbeit geworben.
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Vom  Deutschen Kinderkrebsregister ~wurden 275  Patienten  mit
Sekundarmalignom erfasst; in dieser Arbeit konnten insgesamt 181 Proben
untersucht werden (siehe Tabelle 7). Eine ausflihrliche Tabelle ist dieser Arbeit
angehangt (siehe Kapitel 6 (Anhang) Tabelle 20). Die Gewebeproben wurden
von den einzelnen Kliniken stets mit pathologischem Befund zugesandt, so
dass eine eindeutige Zuordnung der einzelnen Gewebebldécke moglich war.

Als Referenzgewebe fur entsprechende Entitaten der Einzelmalignome wurden
Proben des Pathologischen Institutes der Universitat Tabingen herangezogen.
Dabei wurde angestrebt, Proben von jeweils ca. 20 Patienten der haufigsten
Entitaten padiatrischer Malignome zusammen zu stellen (vgl. Kapitel 1.1.2). Aus
logistischen Grinden konnten keine Referenzproben von ZNS-Tumoren und
von Leuk@mien einbezogen werden. Insgesamt wurde in Paraffin eingebettetes
Gewebe von 66 Patienten in die Referenzgruppe eingeschlossen (siehe Tabelle
7).
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Tabelle 7. Patientencharakteristika

Legende: ') Erstmalignom/Zweitmalignom
Abkiirzungen: ZNS: zentrales Nervensystem; ALL: akute lymphatische Leukdmie; AML:
akute myeloische Leukamie; NHL: Non-Hodgkin-Lymphom; MDS: myelodysplastisches

Syndrom.

Anzahl Alter

Median | min. Wert | max. Wert

Gesamtsumme 181 6,7/12,6 ' | 0,00,8" | 19,9/32,2"
gesundes Gewebe 107
Erstmalignome 80 5,6 0,0 16,9
gesundes Gewebe 52
ZNS-Tumoren 14 3,8 0,9 16,9
solide Tumoren (ohne ZNS) 9 5,4 0,0 11,2
Knochentumoren 2 10,3 9,3 11,2
Weichteiltumoren 3 2,1 0,0 2,1
Neuroblastom 4 4,6 3,5 6,8
hamatologische Malignome 52 5,7 0,3 16,1
ALL 32 5,6 1,4 15,2
AML 7 4,0 0,3 16,1
sonstige Leukdmien 2 9,6 8,8 10,5
NHL 8 7,6 3,6 14,7
Hodgkin-Lymphom 3 10,3 3,6 10,3
sonstige Malignome 5 8,7 0,7 16,5
Zweitmalignome 128 12,5 0,8 32,2
gesundes Gewebe 73
ZNS-Tumoren 18 13,4 6,3 32,2
solide Tumoren (ohne ZNS) 13 12,3 1,3 28,7
Knochentumoren 3 10,7 7,5 13,9
Weichteiltumoren 7 12,3 3,8 28,7
Neuroblastom 3 9,6 1,3 17,9
hamatologische Malignome 80 11,1 0,8 22,5
ALL 8 12,3 2,8 18,9
AML 27 12,1 0,8 22,5
MDS 33 10,5 1,3 21,0
sonstige Leukdmien 4 12,2 6,5 16,3
NHL 8 12,7 3,2 16,5
Hodgkin-Lymphom 0 - - -
sonstige Malignome 17 13,8 0,9 25,6
Einzelmalignome 66 12,7 0,5 22,6
gesundes Gewebe 40
solide Tumoren (ohne ZNS) 34 11,3 0,5 16,9
Knochentumoren 13 13,4 11,4 16,9
Weichteiltumoren 21 4,4 0,5 16,9
h&matologische Malignome 32 11,1 4,2 22,6
NHL 12 11,5 4,2 22,6
Hodgkin-Lymphom 20 14,4 5,7 21,5
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2.2 Methodik

2.2.1 Auswahl der Mikrosatelliten

Ob ein Tumor Mikrosatelliten-stabil oder -instabil ist, hdngt stark davon ab,
wieviele und welche Mikrosatelliten man untersucht '?”). Deshalb sind in der
Literatur sehr unterschiedliche Angaben beziiglich der MSI-Rate zu finden. Bei
Therapie-induzierter akuter myeloischer Leukamie (-AML) beispielsweise findet
man Raten von 7-94% [ 21 70. 117.135.951 " Ay diesem Grund wurde schlieBlich
1997 auf einer internationalen Konsensus-Konferenz fir HNPCC und
assoziierte Tumoren ein Referenz-Panel von funf Mikrosatelliten festgelegt,
durch das bei HNPCC auf MSI getestet wird (Bethesda-Panel, siehe auch
Kapitel 1.3.3) 201 Zwei dieser finf zu untersuchenden Loci (BAT25 und BAT26)
sind mononukleotidische Mikrosatelliten. Diese haben den Vortell,
interindividuell stabil zu sein. Ihre Lange ist also bekannt, Abweichungen von
der Norm, d.h. Instabilitdt an diesem Ort, kdnnen somit ohne Abgleich mit
gesunder, konstitutioneller DNA festgestellt werden. Bei interindividuell
verschiedenen Mikrosatelliten, wie den drei Ubrigen dinukleotidischen Markern
des HNPCC-Panels, ist stets ein Vergleich mit Normalgewebe des betroffenen
Individuums notwendig, um eine L&ngendnderung des Mikrosatelliten
feststellen zu kénnen, da sich die Lange dieser Mikrosatelliten unterscheidet
von Individuum zu Individuum, nicht jedoch innerhalb einer gesunden Person.
Dies macht eine Untersuchung kostspieliger und zeitaufwandiger, zudem
kénnen zusammengehérende Proben von Tumor und Normalgewebe eines
Patienten verwechselt werden, was zu falsch-positiven Ergebnissen fiihrt ['*7;
des weiteren ist die Auswertung erschwert, was zu einer weiteren Quelle der
Missklassifikation werden kann ['%2,

Die beiden mononukleotidischen Mikrosatelliten des Bethesda-Panels fur
HNPCC, BAT25 und BAT26 sind allerdings bei einem nicht unerheblichen
Anteil von Afro-Amerikanern polymorph (18,4% fur BAT25 bzw. 12,6% fir
BAT26 27 131. 14%)) 50 dass eine Auswertung ohne Normalgewebe hier nicht
mehr mdglich ist; auch bei einem geringen Prozentsatz der kaukasischen
Bevélkerung wird Polymorphismus hinsichtlich dieser Marker beobachtet 4% 160
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911 Aus diesem Grund sind BAT25 und BAT26 nicht geeignet, alleine fiir ein
MSI-Screening in allen Populationen eingesetzt zu werden ['®. Suraweera et
al. etablierten deshalb ein Set 