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1. Zusammenfassung / Summary

Maligne Erkrankungen sind, trotz intensiver Forsgphuund Verbesserungen der
Therapiekonzepte in den letzten Jahrzehnten, dmthawfigste Todesursache bei Kindern
jenseits des Sauglingsalters. Die Ursachen fur $@edvankungen bei Kindern sind noch
weitgehend ungeklart. Das individuelle Krebsrisiward neben Umweltfaktoren, die im
Kindesalter von eher untergeordneter Bedeutung, sirod der individuellen genetischen
Pradisposition beeinflusst. Seltene hereditaredatungen, bei denen Defizienzen in DNA-
Reparaturmechanismen bestehen und die mit einentlictielernéhten Malignomrisiko
einhergehen, geben Hinweise auf die grundlegendieng der DNA-Reparatur fur die
Krebsentstehung. Eine gestorte DNA-Reparatur fabrgenomischer Instabilitdt und stellt
somit einen bedeutenden Risikofaktor fur die Tumtatehung bereits im Kindesalter dar. Zu
den wichtigsten DNA-Reparaturmechanismen gehort iWA-Doppelstrangbruch (DSB)-
Reparatur, da nicht oder unzureichend repariert® R& Entartung der Zelle oder zum
Zelltod fuhren kénnen. In der vorliegenden Pilad&uwurde die DSB-Reparaturfahigkeit
von tumorkranken und gesunden Kindern mittels \del2AX-Immunfluoreszenz-Methode
untersucht, um Kinder mit DSB-Reparaturdefizienzem identifizieren und mdgliche
Zusammenhange zwischen Tumorerkrankung, therapsgssen Nebenwirkungen und
defizienter DSB-Reparatur zu eruieren.

Die DSB-Reparaturkapazitat von Kindern mit vorwiedesoliden Tumoren wurde mit einer
altersadaptierten Gruppe gesunder Kinder verglichétierzu wurden Blutproben
rontgenbestrahlt, zu definierten Reparaturzeitpemkaufgearbeitet ung-H2AX-Foci als
Korrelat fur unreparierte DSB in Lymphozytenkerneausgezéahlt. Die DSB-
Reparaturkapazitat der krebskranken Kinder wurdé ®trahlen- und Chemotherapie-
assoziierten Toxizitdten korreliert. Die klinisclgnteilung der radiotherapierten Kinder
erfolgte mittels der RTOG/EORTC-Klassifikation Rgdiation Therapy Oncology
Group/European Organization f&kesearch and Treatment of Carjcer

Wahrend alle gesunden Kinder der Kontrollgruppee effiziente DSB-Reparaturkapazitat
aufwiesen, zeigten vier Kinder der Tumorgruppe dreintrachtigte DSB-Reparatur. Zwei
dieser Kinder entwickelten lebensbedrohliche Nogeakebstoxizitdten. Darlber hinaus
konnte ein signifikanter Unterschied zwischen ddttlenen DSB-Reparaturkapazitaten der
beiden Gruppen beobachtet werden. Die Kinder denofgruppe reparierten im Mittel

schlechter als die gesunden Kinder.



Die Ergebnisse dieser Pilotstudie geben Hinweisauladass eine eingeschrankte DSB-
Reparaturfahigkeit  fur  Malignome im  Kindesalter undfur  ausgepragte
Normalgewebstoxizitdten pradisponiert. Die Analysa Blutproben mittels dey-H2AX-
Immunfluoreszenz-Methode ermdéglicht es, Patienteit DSB-Reparaturdefizienzen zu
erkennen und damit Kinder mit hochgradigem Risikw Normalgewebstoxizitaten zu

identifizieren.



DNA double-strand break repair as a predisposing fator for malignancies

and radiation toxicity in childhood

Despite intensive research and the improvementherbpeutical concepts during the last
decades, malignant diseases are the second magsefitecause of death among children
above the age of infancy. The causes of childh@oater are still largely unsolved. Besides
environmental factors, which are of subordinateartgmce during childhood, the individual
cancer risk is influenced by the individual gengdredisposition. Rare hereditary diseases,
which show deficiencies in DNA repair mechanismsl ame attended by a significantly
higher risk of malignancy, give some indication tbie importance of DNA-repair for
carcinogenesis. An impaired DNA repair leads toogeic instability and therefore represents
a relevant risk factor for the development of tusnior childhood. Among the most important
DNA-repair mechanisms is the DNA double-strand bré@SB) repair, because not or
insufficiently repaired DSB can lead to the degatien or the death of a cell. This pilot study
examines the ability for DSB repair of children hviand without tumors by usingH2AX
immunofluorescence. Thus, children with DSB repeficiencies can be identified and a
possible connection between tumors, treatmenteelaide-effects and deficient DSB repair
can be determined.

The DSB repair capacity of children with predomitiaisolid tumors was compared with an
age-adjusted group of healthy children. For thlepth samples were x-rayed, examined at
defined points of repair time, andH2AX foci were counted as a correlate for unreggir
DSB in lymphocytes. The DSB repair capacity of eanchildren was correlated with radio-
and chemotherapy-related toxicities. The clinidaksification of those children treated with
radiotherapy, was made according to the RTOG/EORIESsification (Radiation Therapy
Oncology Group/European Organization for ReseanchTaeatment of Cancer).

While all control children had an efficient DSB e@pcapacity, four children with tumors
showed an impaired DSB repair. Two children devetbpife-threatening normal-tissue
toxicities. Moreover, a significant difference beem the average DSB repair capacities of
both groups could be observed. The tumor groupaageer lower in DSB repair than the
control group.

The results of this pilot study indicate, that erpaired DSB repair function may predispose
to childhood cancer and to serious normal-tissuécitees. The analysis of blood samples
usingy-H2AX immunofluorescence allows to find out patemtith DSB repair deficiencies

and thus to identify children with a high-gradekrisr normal-tissue toxicities.
3



2. Einleitung

2.1 DNA-Doppelstrangbriiche

Die Erhaltung der Integritdt des Genoms ist einen@voraussetzung fir die Gesundheit von
Lebewesen. Die DNA enthalt die genetische Inforomtieines Organismus. lhre
Unversehrtheit ist jedoch standig durch verschiedemogene und exogene Faktoren bedroht
(Abb. 1). Von den vielen unterschiedlichen Schadie®,am DNA-Molekull induziert werden
kénnen, wie Einzelstrangbriiche und DSB, Vernetzonerosslinks), Basenschaden oder
Schaden am Zucker-Phosphat-Ruckgrat der DNA, gahdre DSB zu den schwersten
Lasionen. Nicht oder falsch reparierte DSB bedrolkén genetische Stabilitdt und das
Zelliberleben (Ferguson DO & Alt FW 2001, Jacks&2902, Mahaney BL et al. 2009): Es
kann zu intra- oder interchromosomalen Verandemige Deletionen, Translokationen und
Fusionen kommen. Dies kann zum Verlust von gertegiscMaterial, zu Veranderungen der
zellularen Funktion, zum Zelltod oder zur malignemansformation der Zelle und damit zur
Krebsentstehung fuihren (Chen P et al. 2008, Li &.62009, Shrivastav M et al. 2008, Shiloh
Y 2003, Willers H et al. 2004).

Zu den endogenen Ursachen fir DSB gehoren freigk®ad die als Nebenprodukte im
Zellstoffwechsel gebildet werden (Kryston TB et 2011), zudem treten DSB durch Fehler
bei der DNA-Replikation auf. Physiologisch notwendind DSB wahrend der V(D)J-
Rekombination (variable diversitiy joining) in Bnd T-Zellen und bei der Meiose (Jackson
SP 2001 und 2002, Khanna KK & Jackson SP 2001, R&slet al. 2004). DSB kdnnen
zudem in grofiem Ausmald entstehen, wenn die Zeledr Organismus aul3eren Einflissen
wie ionisierender Strahlung, DNA-schadigenden Clafi@n oder Zytostatika ausgesetzt ist
(Dronkert ML & Kanaar R 2001, Staszewski O et 808).

Zu den Chemotherapeutika die DSB erzeugen konnemdrgn Radiomimetika wie
Bleomycin (Takeshita M et al. 1978), Anthracycling Doxorubicin (Hortobagyi GN 1997),
oder Topomeraseinhibitoren wie Etoposid (BurdenddAl. 1996).

Die Exposition des Menschen gegenuber ionisieren8gahlung setzt sich aus der
natirlichen und der zivilisatorischen Strahlenexgtam zusammen. Die zivilisatorische
Strahlenexposition in  Deutschland besteht vor alleaus diagnostischen (z.B.
Computertomographie) und therapeutischen (z.B. d¥agliapie) Massnahmen in der
Medizin. Strahlenexpositionen durch kerntechnischalagen, Reaktorunfélle oder

Kernwaffenversuche tragen in Deutschland in nuringem Maf3e zur zivilisatorischen

4



Strahlenexposition bei. Zu den naturlichen Strapleien gehéren die kosmische Strahlung,
die terrestrische Strahlung und die Inhalation @deboaktiven Edelgases Radon und seiner
Folgeprodukte sowie die Aufnahme von Radionuklideer die Nahrung. Je nach Wohnort
und Lebensgewohnheiten betragt die nattrliche Binakposition im Jahr fir den Einzelnen
zwischen 1 und 10 Millisievert (Bundesamt flr Stealschutz, Jahresbericht 2009).
lonisierende Strahlung kann durch direkte lonisatioder indirekt Uber entstehende
Hydroxylradikale zu DNA-Schaden fuhren. Ein DSB teés aus zwei Einzelstrangbriichen
von gegenuberliegenden DNA-Einzelstrangen, die diasenschaden oder Reaktionen mit
der Desoxyribose des Zucker-Phosphat-Ruckgrat edrast und etwa 10-20 Basenpaare
voneinander entfernt sind (Jackson SP 2002, MahBhest al. 2009). Die durch ionisierende
Strahlung entstehenden DSB kénnen in der Mehrzabht ndurch einen einfachen
Ligationsschritt zusammengefugt werden, da meismpexe und multiple Schaden
entstehen. Es kann zu Uberhangenden 3'- und 5'REokr zum Basenverlust kommen und
es konnen nicht ligierbare Enden wie 3 -Phosphater 03 -Phosphoglycolat-Gruppen
entstehen (Mahaney BL et al. 2009).

Um den standigen Angriffen auf das DNA-Molekul wiskehen zu kdnnen, haben
Organismen biochemische Vorgange entwickelt, um EB¢A&den zu entfernen und so die
Stabilitat des Genoms zu gewahrleisten. Wie in Ahinig 1 vereinfacht dargestellt, wird

nach der Entdeckung eines DSB durch Sensorproteime signalverstarkende Kaskade
ausgelost, Transducer verstarken das Signal umtidbt werden Effektorproteine aktiviert,

was in einer DNA-Schadensantwort endet. Im gunsig&all kann mit der DSB-Reparatur
begonnen werden, in manchen Féllen muss die Zell@eallzyklus angehalten werden und
bei besonders schwerwiegenden DNA-Schaden bleibtdeu programmierte Zelltod, die

Apoptose (Khanna KK & Jackson SP 2001).
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Abb. 1.: Signalkaskade nach DSB (nach Khanna KK & dckson SP 2001).

2.2 DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur

Fur die DSB-Reparatur des Menschen stehen zweirBRepaechanismen zur Verfigung,
das Nicht-Homologe Endjoining (NHEJ) und die HongddRekombination (HR) (Abb. 2).
Spezifische Proteine kénnen DSB detektieren, dike Zie der Zellzyklusphase arretieren und
einen der beiden DSB-Reparaturmechanismen aktivighrivastav M et al. 2008). Die HR
kann nur nach der Replikation, wenn bereits einitasaedentisches Chromosom als Vorlage
zur Verfigung steht, also in der S- und der friGB@Phase angewandt werden (Christmann
M et al. 2003). Ansonsten kommt der Reparaturweg rdeht-homologen End-zu-End-
Verbindung, zum Einsatz. Diese kann in allen Zdédlagphasen ablaufen (Rothkamm K et al.
2003), da die freien DNA-Enden miteinander verknindrden. Dadurch kann es jedoch auch
zur Veranderung oder zum Verlust genetischer Inftion kommen (Hoeijmakers JH 2001).
Frihzeitig wird die Proteinkinase ATMif@xia telangiectasia mutatedktiviert (Abb. 2), die
Uber p53 und p21 den Zellzyklus anhalten kann (iHwkers JH 2001). ATM und weitere
Kinasen wie ATR dtaxia telangiectasia and RAD3-relajedind die DNA-PKcs, eine

Untereinheit der DNA-abhangige Proteinkinase (DNA&sPphosphorylieren das Histon



H2AX. Hierdurch kann der DNA-Schaden von den Rejp@paoteinen besser erkannt werden
(Paull TT et al. 2000, Hoeijmakers JH 2001).
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Abb. 2: NHEJ und HR.
Quelle: Lébrich M & Jeggo PA 2007

2.2.1 Das Nicht-Homologe Endjoining

Dieser Reparaturweg wird in héheren Eukaryoten tsagplich verwendet, da er wéhrend
des gesamten Zellzyklus zur Verfligung steht undekebmologe DNA als Vorlage benétigt.

Das NHEJ ist in der Lage, auch bei komplizierterBD®ie sie durch ionisierende Strahlung
oder Sauerstoffradikale entstehen, die strukturStihilitdit des Genoms zu gewahrleisten
(Lieber MR 2008). Die DNA-Enden eines DSB werderekli oder nach dem Prozessieren
wieder zusammengefigt. Es wird zuvor keine Sequenplogie geprift, somit ist dieser

Reparaturweg fehleranfallig, es kann zu Insertioned Deletionen kommen (Hoeijmakers
JH 2001, Willers H et al. 2004).



Wie in Abbildung 2 zu sehen, bindet an die freiddAEnden zunachst ein Heterodimer, ein
Proteinkomplex aus Ku70 und Ku80, um deren Abbauezhindern (Lobrich M & Jeggo PA
2007, Jeggo P 2010). Dieser bildet im zweiten $&obimen Komplex mit der DNA-PKcs, der
katalytischen Untereinheit der DNA-PK (Jeggo PA 89%ackson SP 2002). Die DNA-PKcs
ist ein grofRes Protein mit einer Kinase-Domane ater@inalen Ende. Die Kinaseaktivitat
wird durch die Bindung an den Ku-Komplex aktiviédeggo P 2010). Die Rolle der DNA-
PK-Kinase-Aktivitat ist derzeit noch nicht vollstdig geklart, sie unterstitzt wahrscheinlich
das Prozessieren der DNA-Enden (Jeggo P 2010).uegevbeschrieben, dass die DNA-PK
DNA-bindende Proteine wie XRCCX{ray-complementing Chinese hamster gend>MNA-
Ligase IV, Artemis, p53 und verschiedene Translonsfaktoren phosphoryliert und aktiviert
(Weterings E & van Gent DC 2004). Durch das Profgiemis und die DNA-PKcs kénnen
nicht direkt ligierbare Bruchenden zuvor prozessiaarden. Ein Komplex aus XLEXRCC4-
like factor), XRCC4 und DNA Ligase IV verknupft die freien Emd®ie Polymerasen p und
A kénnen Licken in der Sequenz auffiillen (Hoeijmakit 2001, Jeggo P 2010, Khanna KK
& Jackson SP 2001, Lieber MR 2008).

2.2.2 Die Homologe Rekombination

Die HR bendtigt homologe DNA als Reparaturvorlages. kommt zur Interaktion des
durchtrennten DNA-Molekils mit der homologen Sequedes Partnerchromosoms
(Hoeijmakers JH 2001). Hierzu bereitet die 5 -3oBnklease-Aktivitat des MRE11-RAD50-
NBS1-Proteinkomplexes (MRN-Komplex) 3"-Uberhéangedan Bruchstellen vor (Yang YG
et al. 2006). Das Protein RPA bindet die Einzetggaund wird durch die Rekrutierung von
den Proteinen RAD52, RAD54 und dem Heterodimer RABAD57 gegen RAD51
ausgetauscht (Sugiyama T & Kowalczykowski SC 206D 51 bildet mithilfe weiterer
Proteine (RAD51B, C und D und XRCC2, XRCC3) ein Mwiproteinfilament. BRCA2
(breast cancer protein)2stimuliert die Bildung des RAD 51-Einzelstrandarnents. Dieses
fuhrt zum Erkennen des homologen DNA-Abschnitts, Stwanginvasion und zur Ausbildung
einer Heteroduplex-DNA, einer sogenannten Hollidapction. Es folgt die DNA-Synthese,
die Ligation der DNA-Enden und die Auflésung derllidiay Junction durch Resolvasen
(Helleday T et al. 2007). Bei dieser Form der DS&p&atur entstehen in der Regel keine

Fehler, da homologe Sequenzen als Matrize dienen.



2.3 Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen mithilfe dr y-H2AX-Immun-

fluoreszenz-Mikroskopie

Die Methode basiert auf der Detektierung des sisehién HistonproteingH2AX mittels
einer Immunfluoreszenzmarkierung. Das Histon H2AXine Variante des H2A-
Histonproteins, ist im Chromatingeriist von eukasgiten Zellen universell vorhanden
(Rogakou EP et al. 2000). Die Ubrigen UntergruppamH2A sind H2A1, H2A2 und H2AZ.
H2AX macht zwischen 2 und 25 % der H2A-Histonfamdius (Rogakou EP et al. 1998). Die
phosphorylierte Form von H2AX wird alyH2AX bezeichnet. Dieses wird in der
Schadensantwort der Zelle auf DNA-DSB im Chromamigt der DNA gebildet: Nach
einem DSB wird H2AX am carboxyterminalen Ser-Gln+®otiv der Base Serin 139
phosphoryliert. Die Phosphorylierung kann durchi dPeoteinkinasen vermittelt werden:
durch ATM (Burma S et al. 2001, Fernandez-Capeflet al. 2002), ATR (Ward IM &
Chen J 2001) oder durch die DNA-PK (Park EJ e2@D3, Stiff T et al. 2004). Die Reaktion
ist eine frlhe Schadensantwort, sie tritt etwa eiuten nach der Bestrahlung von Zellen
auf (Rogakou EP et al. 1998 und 2000, Foster ERo&/m JA 2005). Die Phosphorylierung
von H2AX beginnt in der direkten Umgebung des Bruaind breitet sich dann durch
Ruckkopplungsereignisse aus, wodurch die H2AX-Molek bis in etwa zwei
Megabasenpaaren Entfernung vom DSB phosphorylierden (Rogakou EP et al. 1999).
Die Entstehung diesgitH2AX-Ansammlung erreicht nach 10 bis 30 Minuten aximum
(Redon C et al. 2002). Mittels Pulsfeldgelelektroi@se wurde gezeigt, dagsH2AX
proportional im Verhaltnis zur verwendeten Strablesis entsteht (Rogakou EP et al. 1998).
yH2AX kolokalisiert mit DNA-Reparaturproteinen wie3BP1 (©53-binding proteih
RAD51, RAD50, BRCAL ljreast cancer protein )1 dem MRN-Komplex und Mdcl
(mediator of DNA damage-checkpoint(Bekker-Jensen S et al. 2006, Celeste A et &320
Kobayashi J et al. 2009, Paull TT et al. 2000).

Die phosphorylierten H2AX-Proteine kdnnen mit sfiszh bindenden Antikdrpern markiert
werden. In Kombination mit fluoreszenzmarkierterkuselaren Antikorpern kénnen DSB
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie als zéhlbarei sualisiert und quantifiziert werden
(Burma S et al. 2001, Lobrich M & Kiefer J 20062d&r Focus enthélt Hunderte w2 AX-
Molekulen. Durch die Quantifizierung dgH2AX-Foci zu festgelegten Zeitpunkten nach
einer definierten Strahlenexposition von Zellen rkatie Abnahmekinetik der Foci erfasst

werden und somit unter bestimmten Vorraussetzuagélie DNA-DSB-Reparaturkapazitat
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der untersuchten Zellen geschlossen werden (Lolvictt al. 2010, Sedelnikova OA et al.
2002 und 2003, Rothkamm K & Loébrich M 2003). Sorsiellt die Quantifizierung von
yH2AX-Foci mittels Immunfluoreszenzmikroskopie esensitive Untersuchung dar, die eine
DSB-Reparatur nach der Einwirkung physiologischdral8endosen Uberprifen kann
(Lébrich M et al. 2010, Rothkamm K & Lébrich M 2003

In friheren experimentellen Studien unserer Argeifgpe wurden mit deryH2AX-
Immunfluoreszenz und dgH2AX-Immunhistologie hochsensitive Verfahren zumvimo-
Nachweis von strahleninduzierten DSB bei Lymphazybe Blut und in verschiedenen
Organgeweben von Mausen etabliert. Unabhéngig veilr dder Gewebetyp einer Maus
konnten jeweils die gleicheyH2AX-Foci-Abnahmekinetiken gezeigt werden. Es wurde
genetisch bedingt unterschiedlich strahlenempfohali - Mausstdmme in vivo bestrahlt,
Gewebe und Blut entnommen, fluoreszenzgefarbt ung @H2AX-Foci am
Fluoreszenzmikroskop ausgezéhlt. Die Zahl der imten DSB pro Zellkern nahm linear
mit der Bestrahlungsdosis zu. Die Reparaturdefeltaren in Organgeweben und
Lymphozyten gleichermalRen nachweisbar, sodass dnhdeicht zugéanglicher
Lymphozytenuntersuchungen auf die Reparaturkinetider Organe geschlossen werden
kann (Ribe CE et al. 2008a und 2008b). ¥iRAX-Foci-Analyse gibt prazise Information
uber die genetisch bedingte DNA-DSB-Reparaturkagteines Individuums (Lobrich M et
al. 2005). Lobrich et al. (2005) konnten mithilferdyH2AX-Immunfluoreszenz einen
eindeutigen DSB-Reparaturdefekt bei einem Patiem@&chweisen, der zuvor unerwartet
schwerwiegende Nebenwirkungen nach einer Radigileererlitten hatte. Dies zeigt die
Nachweismdglichkeit des direkten Zusammenhangs r eidefizienten DNA-DSB-
Reparaturkapazitat  und eines ausgepragtes Risiko&r fschwerwiegende
Normalgewebstoxizitdten aufgrund erhfohter Radiateit&t.

Als direkte Vorexperimente unserer Arbeitsgruppe diese Pilotstudie wurde Blut von
verschieden strahlenempfindlichen Mausstammen ex xu den gleichen Zeitpunkten wie
bei der in vivo-Studie (Rube CE et al. 2008b) kaddtr Untersucht wurde das Blut von
normal reparierenden C57BL6-Mausen, von BALB/c-M#us mit leicht erhohter
Strahlenempfindlichkeit und von heterozygoten ATedén, um zu prifen, ob auch leichte
Reparaturdefekte ex vivo entdeckt werden kénnenden Ergebnissen zeigten sich keine
Unterschiede zwischen der DSB-Reparatur innerhald aul3erhalb des Korpers, die
Reparaturunterschiede zwischen den verschiedenaisdi#éanmen waren in gleicher Weise

wie in vivo zu detektieren.
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2.4 Maligne Erkrankungen im Kindesalter

2.4.1 Epidemiologie

Malignome im Kindesalter sind seltene Erkrankungbe,etwa 1 % aller Krebserkrankungen
ausmachen. Dennoch sind sie in IndustrielandernHaieptursache fur krankheitsbedingte
Kindersterblichkeit (Buka | et al. 2007). Jahrlietkranken in Deutschland etwa 1800 Kinder
unter 15 Jahren an einem Malignom, die Inzidengdgedamit 15 Féalle pro 100.000 Kinder
in dieser Altersklasse. Die Wahrscheinlichkeit sindeugeborenen, bis zu seinem 15.
Lebensjahr an einer malignen Neoplasie zu erkrgnkemagt 0,2 %, so wird bei jedem 450.
Kind bis zum 15. Lebensjahr eine bdsartige Krelsekung diagnostiziert (Deutsches
Kinderkrebsregister (DKKR), Jahresberichte 20062009).

Am haufigsten sind Leukamien mit 34 %, gefolgt voden Tumoren des
Zentralnervensystems (ZNS) mit 23 % und den Lympdrommit 12 % (Kaatsch P 2010). In
absteigender  Haufigkeit  treten  Tumoren  des  pergsher Nervensystems,
Weichgewebstumoren, Nierentumoren, Knochentumdfemzelltumoren, Retinoblastome,
Karzinome, Lebertumoren und andere Tumoren auf.

Die Abbildung 3 zeigt die relative Haufigkeit de998 bis 2007 gemeldeten Patienten unter
15 Jahren nach den haufigsten Diagnosegruppen (DKB&hresbericht 2008). Die
Tumorarten sind nach dénternational Classification of Childhood Cancehird edition
(ICCC-3), erstellt von einer Arbeitsgruppe der IARGternational Agency for Research on

Cancel, eingeteilt (Steliarova-Foucher E et al. 2005a).
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Abb. 3: Relative Haufigkeit der gemeldeten Patiente unter 15 Jahren aus der deutschen
Wohnbevolkerung nach den haufigsten ICCC-3 DiagnosElauptgruppen (1998-2007) (n=18.217)
Quelle: DKKR, Jahresbericht 2008

Vergleicht man die relativen Haufigkeiten von Malgnen im Kindes- und
Erwachsenenalter, so zeigen sich grundlegende $éhiede: Im Kindesalter machen
Leukédmien und Lymphome fast die Halfte aller Krekssnkungen aus. Die meisten soliden
Tumoren betreffen das ZNS. Weiterhin treten Sarkalee Weichgewebes und Knochens,
sowie Nieren- und Keimzelltumoren auf. Das mittl&r&rankungsalter ist von der Tumorart
abhangig: Das Risiko fur eine Krebserkrankung mstden ersten funf Lebensjahren etwa
doppelt so hoch wie im spateren Kindesalter (AQbDdes weist auf eine friihe Entwicklung
vieler kindlicher Tumoren hin wie bei den meistanbeyonalen Tumoren, hierzu gehdren
beispielsweise das Neuro-, Retino-, Hepato- odgohisblastom. Diese Tumoren &hneln
histologisch dem embryonalen Gewebe der entsprdene@rgananlagen. Die Diagnose wird
meist vor dem vierten Lebensjahr gestellt, Neurowd uRetinoblastome haben ihren
Altersgipfel bereits im ersten Lebensjahr. Im Juggter treten eher Osteosarkome oder
andere Knochentumoren sowie Hodgkin-Lymphome aufarzhWome, die im
Erwachsenenalter mit 90 % die groldte Diagnosegrgpgleen, machen im Kindesalter nur
1,6 % der malignen Erkrankungen aus (Fallzahlen1899-2008, DKKR).

12



Incidence rates per million

320
280

b EGirls OBoys
200
160
120
80
40

0

<1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Age

Abb. 4: Alters- und geschlechtsspezifische Inzideen fir alle Malignome auf Basis des ICCC-3 der
Patienten unter 15 Jahren aus der deutschen Wohnbélkerung (1999-2008)
Quelle: DKKR, Jahresbericht 2009

Jungen erkranken haufiger, das Inzidenzverhaltars Jungen zu Méadchen betrégt in jeder
Altersgruppe 1,2:1 (Abb. 4).

Aussagekraftige Daten fur Jugendliche zwischenridb 19 Jahren liegen bislang nur aus den
USA vor (surveillance, epidemiology and end resB&ER), Howlader N et al. 2011): Die
Inzidenzrate der Jugendlichen entspricht in etwa der unter 5-Jahrigen, das
Diagnosenspektrum ist jedoch ein anderes. Am hstefig sind Lymphome und
Keimzelltumoren, auch Karzinome sind haufiger as jtingeren Kindern, wobei in diesem
Alter vor allem Schilddrisenkarzinome auftreten.sémsten sind vorwiegend Leukéamien,
ZNS-Tumoren, Weichteiltumoren, maligne Melanome #mbchentumoren zu verzeichnen.
Embryonale Tumoren gibt es in ihrer Primarmanifisstain diesem Alter praktisch nicht.

Nach Analyse des DKKR stieg die Inzidenz fur Kreksmnkungen im Kindesalter jahrlich
signifikant um 0,8 % an (Abb. 5). Ursache des Aegdiist die verbesserte Meldung von
ZNS-Tumoren und der signifikante Anstieg bei danphatischen Leukamie als haufigster
Einzeldiagnose. Ein betrachtlicher Anteil der img&uropa sichtbaren Inzidenzsteigerung ist
jedoch nicht nur mit verbesserten Meldesystemenreléaren, sondern beschreibt einen
wirklichen Anstieg der Krebserkrankungen im Kindesma Die Ursachen hierfir sind noch
nicht vollstandig erforscht: Unter anderem werdesr&hderungen der Lebensgewohnheiten,
Umweltfaktoren, die gestiegenen Madoglichkeiten deepRduktionsmedizin und die
gesunkene Kindersterblichkeit daflr verantwortiggmacht (Kaatsch P et al. 2006a, Spix C
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et al. 2008, Steliarova-Foucher et al. 2005b). &igmstieg ist bei den US-amerikanischen
Daten in &hnlicher Weise zu sehen (Howlader N.e2Gl1).

Standardized incidence rates per 100,000 *
18.0
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12.0 4 - -
All malignancies
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3.0 -
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Abb. 5: Altersstandardisierte  Inzidenzen fur alle Malignome, Leuk&mien, ZNS-Tumoren und
Neuroblastome der Patienten unter 15 Jahren in Wedeutschland ohne Berlin nach dem Jahr der
Diagnosestellung. Geglattete Darstellung (gleitende3-Jahremittel)

Quelle: DKKR, Jahresbericht 2008

2.4.2 Atiologie

Die Atiologie maligner Erkrankungen im Kindesalist bislang trotz intensiver Forschung
noch weitgehend ungeklart.

Verschiedene é&tiologische Aspekte exogener Art Wraweltfaktoren, ionisierende und

nichtionisierende Strahlung und Infektionen, sowmdogener Art, im Sinne genetischer
Ursachen, werden diskutiert (Hammer GP et al. 280Kinney PA 2005, Pritchard-Jones K
et al. 2006, Stiller CA 2004). Wichtige Risikofakta im Erwachsenenalter, wie etwa
langjahriges  Zigarettenrauchen, chronische Expmositi von UV-Strahlung oder

Toxinbelastungen am Arbeitsplatz sind bei Kinderan vuntergeordneter Bedeutung.
Bestimmte Umwelttoxine, unter anderem Benzol, Rel&ioder Blei, die prakonzeptionell
auf die Keimzellen der Eltern, intrapartal odertpastal auf das Kind einwirken, sind als
wichtige Risikofaktoren fir Krebs bei Kindern beseben worden (Wigle DT et al. 2008). In
einer anderen Untersuchung zeigten sich Zusammgehfén die mutterliche Einnahme von
Antibiotika kurz vor oder wahrend der Schwangerfichand das Auftreten einiger

Tumorarten bei den Kindern (Kaatsch P et al. 20D@). Anteil an kindlichen Malignomen,
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der durch Umweltfaktoren verursacht wird, wird jedoals sehr gering eingeschatzt, eine
hohe Schéatzung geht von 5-10 % der Malignome bed&in aus (Linet MS et al. 2003). Es
gibt derzeit nur wenige gesicherte Risikofaktordi, Pestizide und viele Chemikalien
reichen die Daten noch nicht aus.

Am intensivsten untersucht sind Ursachen und Riaktoren fir Leuk&mien und ZNS-
Tumoren. Sichere Risikofaktoren fur die Leuk&miendsiAlkylantien, hohe Dosen
ionisierender Strahlung und genetische Erkrankungerdie Trisomie 2XFonatsch C 2010,
Kaatsch P et al. 2006lJudem werden unzureichend entwickelte Immunsyst@&neaves M

et al. 2002), nichtionisierende Strahlung, Pestizighd andere Chemikalien diskutiert
(Ahlborn A et al. 2000, Meinert R et al. 2000). 2ZAahen Wohilstand und
Leukadmieerkrankungsrate wurde eine eine starkeefaion gezeigt (Spix C et al. 2008,
Stiller CA 2004). Nach dem Ergebnis der KiKK-Stud{Epidemiologische Studie zu
Kinderkrebs in der Umgebung von Kernkraftwerkerg B&KR nimmt fur 0-4jahrige Kinder
das Risiko an Leukdmie zu erkranken zu, je naher Wohnort an einem
Kernkraftwerkstandort liegt (Kaatsch P et al. 2008ach der KiSS-Studie besteht kein
Zusammenhang zwischen der Nahe des Wohnortes Ahfrégaenten Sendeeinrichtungen
und Leukamie im Kindesalter (Merzenich H et al. 00

Ursachen fur ZNS-Tumoren sind bestimmte genetissyr@adrome und eine therapeutische
Bestrahlung des Schadels (Schiiz J & Kaatsch P 200&iterhin werden Virusinfektionen
als atiologische Faktoren in der Entstehung von -AN&oren vermutet (Cobbs CS et al.
2002, Croul S et al. 2003, McNally RJ et al. 200dchez RA & Butel JS 2003). Die
Entstehung kindlicher ZNS-Tumoren aufgrund frihkctter Infektionen konnte von einer
jungsten epidemiologischen Studie wiederum nichenstiitzt werden (Schmidt LS et al.
2010).

Lymphome kdnnen seltene Folge einer Infektion reindEbstein-Barr-Virus sein; die sehr
unterschiedlichen Inzidenzraten in verschiedenknisgthen Gruppen weisen jedoch auf den
bedeutenden Einfluss genetischer Faktoren hingSGIA 2004).

Als wesentlichster exogener Risikofaktor fir Mabgme im Kindesalter gilt die ionisierende
Strahlung. Durch sie entstehen DNA-Schéden, diehdwpezifische Proteine der Zelle
repariert werden mussen. Bei unzureichender Rapakéhnen Zellzyklus und —wachstum
gestort werden, es kdnnen Mutationen entsteherzudi&rebszelle und damit zum Entstehen
eines Malignoms fuhren. lonisierende Strahlung lerta bestimmten Dosen das Risiko fir
Leukdmien, ZNS-, Knochen- und Schilddrisentumoreinet MS et al. 2003). In einer
aktuellen Studie zeigte sich das KinderkrebsriskdNiedrigdosisbereich durch diagnostische
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Strahlenbelastung nicht erhoht (Hammer GP et @9P0Auch fur die prakonzeptionelle
Exposition der Keimzellen wird kein erhdhtes Risd#«tgenommen (McKinney PA 2005). Fur
das erhohte Krebsrisiko von Kindern nach Computeographieuntersuchungen existieren
bislang nur Hochrechnungen, aus denen ein niedriglesr nicht zu vernachlassigendes
Risiko geschlossen wird (Chodick G et al. 2007).s D&issen zu strahleninduzierten
Malignomen bei Kindern stammt von Uberlebenden at@mKatastrophen (Little MP 20009,
Preston DL et al. 2008), von der friher vermehekpeierten Réntgendiagnostik in utero
(Bithell JF & Stewart AM 1975) oder von der Radiethpie benigner und maligner
Erkrankungen (Neglia JP et al. 2001 und 2006, 2&d& et al. 2006). Auch die natirliche
terrestrische Strahlung wurde als Risikofaktor Krebs im Kindesalter verschiedentlich
untersucht. Hierbei wurden einerseits erhdhte RatenLeukdmien (Raaschou-Nielsen O et
al. 2008, Wakeford R et al. 2009) gezeigt, in aedegroRen Studien wurden andererseits
keine Hinweise fur ein erhohtes Krebsrisiko im Kasdlter durch terrestrische Strahlung
gefunden (Zou J et al. 2005). Das Risiko, ein &rahduziertes Malignom zu entwickeln ist
bei Kindern etwa zehnfach hoher als bei Erwachsengmgere Kinder sind
strahlenempfindlicher als altere Kinder (Hall ED@0Sadetzki S & Mandelzweig L 2009).
Aufgrund des vermutlich geringen Einflusses von Wttiaktoren bestimmt insbesondere bei
Kindern und Jugendlichen die genetische Pradispasitas individuelle Krebsrisiko
(Kennedy RD & D Andrea AD 2006, Sehl ME et al. 2D0Bie frihe Entwicklung der
meisten embryonalen Tumoren und die Ahnlichkeit mmhbryonalem Gewebe geben
Hinweise darauf, dass pranatale und insbesonderetigehe Faktoren eine wichtige Rolle
spielen. Bislang bekannte hereditdre Erkrankunged &ir etwa 5-10 % der kindlichen
Krebserkrankungen ursachlich (Birch M 1999). Pelte hereditare
Tumorpradispositionssyndrome, die durch eine gestoNA-Reparatur charakterisiert sind
und mit erhéhtem Malignomrisiko einhergehen, weiaah die Moglichkeit einer genetisch
bedingten, unzureichenden Reparaturfahigkeit vorB Cfs eine Ursache fur kindliche
Malignome hin (D'Andrea AD & Grompe N003, Kennedy RD & D Andrea AD 2006,
Shiloh Y 2003).

2.4.3 Therapie

Die Therapie von Kindern mit Tumorerkrankungen lgtfon Deutschland zentralisiert im
Rahmen multimodaler Therapiekonzepte. In neun deatsKliniken wurden jahrlich je etwa
50 Neuerkrankungen behandelt, dies entspricht sa&inem Drittel aller neuerkrankten
Kinder (DKKR, Jahresbericht 2006/2007). Der Behandkstrategie liegt eine Kombination
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aus den drei Grundpfeilern der systemischen Poiyoligerapie, der operativen Therapie und
der Strahlentherapie zugrunde. Padiatrisch-onketbgi Patienten werden mit
standardisierten Therapieprotokollen im Rahmen 8tudien behandelt. Diese haben eine
risikoadaptierte, patientenangepasste und muligdisare Behandlung zum Ziel, die den
Patienten unter groRtmoglicher Lebensqualitat zailudg oder zum langeren Uberleben
fuhrt. Die meisten Malignome im Kindesalter sinch@hemosensitiv und kdnnen durch eine
praoperative Chemotherapie verkleinert, teilweisgas makroskopisch eradiziert werden.
Deshalb erfolgt zu Behandlungsbeginn meist eing/dheimotherapie, die durch operative
und strahlentherapeutische Behandlung ergénzt wigdostatika zerstbren sich schnell
teilende Zellen durch Bindung an Zielmolekile, wasdlschdden verursacht und dadurch
unter anderem zur Apoptose fiihrt (Johnstone RW. @082). Demzufolge werden nicht nur
die Tumorzellen, sondern auch die Zellen des hgpoatischen Systems, der Schleimhéaute
und der Haarbildung angegriffen. Es muss eine gtippo Therapie mit strikter
Infektionsprophylaxe erfolgen. Um Resistenzen zurmetden, erfolgt meist eine
Polychemotherapie, bei der unterschiedliche Wirkmetsmen kombiniert werden (Gillet JP
& Gottesmann MM 2010).

Die operative Therapie hangt bei den padiatrisdiatignomen sehr von der Tumorart ab.
Ziele konnen die Tumorresektion, die Tumorverkleimg oder die Extirpation von
Metastasen sein.

Einen hohen Stellenwert hat zudem die Strahlenpieransbesondere bei der Behandlung
maligner Hirntumore und Sarkome. Die Radiotherdg@an synchron oder sequentiell zur
Chemotherapie erfolgen. Durch simultane Radiochkerapie wird die Effektivitat der
Behandlung gesteigert, es konnen aber auch verenEhih- und Spatfolgen der Bestrahlung
auftreten.

Eine weitere Therapieoption ist die hamatopoetis&t@mnmzelltransplantation. Sie wird
insbesondere bei der Therapie von Leukdmien, Lymma@mooder bei Hochrisikokonstella-
tionen von Neuroblastomen, Ewing-Sarkomen oder Meblastomen eingesetzt (Barfield
RC et al. 2008, Cooper LJ 2009).

In jedes Therapiekonzept sind weiterhin Kinderpsyoben, Psychotherapeuten und
Sozialarbeiter eingebunden, um eine gute psychiscldesoziale Rehabilitation von Kind,
Eltern und Geschwistern zu ermdglichen.

In den letzten Jahrzehnten hat die standige Waitereklung dieser komplexen
multimodalen Behandlungsprotokolle zu weitreichendéerbesserungen im Uberleben

krebskranker Kinder gefiuihrt. Alle Therapiekonzemi¢ Chemo- oder Radiotherapie kbénnen
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jedoch frih oder spat auftretende Nebenwirkungearsachen. Spéatfolgen der Therapie von
onkologischen Erkrankungen im Kindes- und Jugeedalterden in Deutschland unter
anderem im Rahmen der Therapieoptimierungsstudem Gesellschaft fir Padiatrische
Hamatologie und Onkologie (GPOH), im Register zuiagsung radiogener Spéatfolgen bei
Kindern und Jugendlichen (RiSK-Studie) der GPOHII{B T et al. 2007a und 2007b), im
late effects surveillance systehESS) (Langer T et al. 2004) und im Deutschen

Kinderkrebsregister erfasst.

2.4.4 Prognose

Durch bessere diagnostische und therapeutischeid&glten haben sich die Mortalitatsrate
und die Uberlebenswahrscheinlichkeit in Deutschlanden letzten Jahren stark verandert:
1991 lag die Mortalitatsrate (Tod innerhalb vonffdahren nach Diagnose) noch bei 3,1 pro
100.000, 2001 lag sie bei 2,3 pro 100.000 Patie(@KR). Die Wahrscheinlichkeit funf
Jahre nach Diagnosestellung eines therapiertenlid¢tieth Malignoms noch zu leben, lag
Anfang der 80er Jahre noch bei 70 %, nach den texu@aten des DKKR liegt sie heute bei
83 %.

Bei optimaler Therapie kénnen nach Angaben des DKi€Rte tber 75 % der krebskranken
Kinder und Jugendlichen geheilt werden. Die Heikraten und Uberlebenswahrscheinlich-
keiten sind fur die einzelnen Tumorarten sehr wwetgedlich: Beim Hodgkin-Lymphom
betragt die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichikgi®® beim Nephroblastom 94 %, beim
Osteosarkom 76 %, hingegen bei einem primitivenraedodermalen Tumor nur 42 %
(DKKR, Jahresbericht 2009). Da Rezidive im Kindasd Jugendalter meist innerhalb der
ersten drei Jahre nach Diagnose auftreten, sindoliigen Zahlen fast identisch mit den
Heilungsraten. Die kumulative Mortalitat 30 Jahracim Krebsdiagnose wird mit 18,1 %
angegeben (Armstrong GT et al. 2009).

Die zunehmenden Behandlungserfolge und Uberlebemsriiihnren zu einer steigenden
Patientenpopulation, die es in der Nachsorge l|@tigfrzu Gberwachen und zu therapieren
gilt. In den USA ist heute einer von 640 Menschemszhen 20 und 39 Jahren ehemaliger
padiatrischer Krebspatient (Hewitt M et al. 2008uch die Nachsorge ist im Rahmen der
Therapieoptimierungsstudien geregeEweitmalignome, Rezidive und Spatfolgen von
Therapien und Krankheitsprozessen sollen verhinodet frih erkannt werden. Etwa zwei
Drittel der Uberlebenden leiden an Spatfolgen, \diertel ist schwer bis lebensbedrohlich
betroffen. Die meisten Spatfolgen sind neurokogejtipsychologische, kardiopulmonale,

endokrine und muskuloskelettale Erkrankungen s@weittumoren (Hewitt M. et al 2003).
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Durch Chemo- oder Radiotherapie verursachte Schade@rgansystemen werden oft erst
Jahre spater klinisch apparent (Dickerman JD 2Q@ffinger KC et al. 2006, Eiser C 1998).
In der Childhood Cancer Survivor Studietrug die kumulative Inzidenz chronischer
Krankheitsfolgen innerhalb von 30 Jahren nach kEagtobse tUber 70 %, das Risiko schwerer
oder lebensbedrohlicher Erkrankungen war achtmdiehdals in der Kontrollgruppe
(Oeffinger KC et al. 2006).

Endokrine Stérungen als Therapie- oder Krankhdgsfotreten bei 20-50 % der
Uberlebenden auf (Gleeson HK & Shalet SM 2001, SKA 2001). Langfristige
psychologische Probleme entstehen bei etwa 10-2@efoPatienten (Hudson MM et al.
2003). Zudem besitzen Langzeittiberlebende kindlichamoren ein erhdhtes Risiko
Zweitmalignome zu entwickeln; die kumulative Inziddiegt bei etwa 3 % innerhalb von 20
Jahren nach der Erstdiagnose (Neglia JP et al.,20B&n JH et al. 1993). Die Zeitangaben
bis zum Auftreten des Zweittumors differieren jem@8eobachtungszeitraum: Nach Klein G
et al. (2003) liegt der Erkrankungszeitpunkt im t&lit5,2 Jahre nach der Diagnose des
Primartumors, nach Neglia JP et al. (2001) vergetierchschnittlich 11,7 Jahre nach
Erstdiagnose. Leukadmien treten friher auf als edlidmoren (Klein G et al. 2003, Neglia JP
et al. 2001). Das Auftreten von Sekundarmalignorh&ngt von vorherigen Behandlungen
und der individuellen Pradisposition ab. Zu denk®imktoren gehdren die Radiotherapie und
die Chemotherapie, insbesondere Alkylanzien ungdtgmphyllotoxine (Felix CA 2001, Le
Deley MC et al. 2003) im Rahmen der Ersttumorthierafatienten mit genetischer
Pradisposition fir Tumoren zeigen ein erhohtes kRisifir das Auftreten von
Zweitmalignomen (Bisogno G et al. 2004, Kony Saletl997, Neglia JP et al. 2001). Bis zu
sechs Jahre nach der Erstdiagnose treten am haufigsukamien (35 %), ZNS-Tumoren (22
%), Karzinome und Lymphome (jeweils 13 %) auf (Klein & al. 2003). Ist der
Nachsorgezeitraum langer, so treten in absteigeridethenfolge Mammakarzinome,
Schilddrisenkarzinome, ZNS-Tumoren, Knochen- undctWgewebstumoren auf; diese sind
unter anderem mit vorheriger Radiotherapie assvZBésogno G et al. 2004, Neglia JP et al.
2001). Brustkrebs tritt gehauft bei ehemaligen Mdgkin—Patientinnen auf (Bhatia S et al.
1996, Dickerman JD 2007, Neglia JP et al. 2001 fipdr KC et al. 2006), ZNS -Tumoren
gibt es gehauft bei ehemaligen Leukamie- und Hmapatienten (Neglia JP et al. 2001).
Neglia et al. (2006) zeigten signifikante, linearsabhangige Zusammenhénge zwischen
dem Auftreten sekundarer ZNS-Tumoren und voranggg@r Strahlentherapie.
Therapeutische Bestrahlung entsprechender Lokalisarhoht bedeutend das Risiko ein
Schilddrisenmalignom zu entwickeln (Sigurdson Adle2005, Tucker MA et al. 1991).
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Henderson TO et al. (2007) beschreiben ein neunéabibhtes Risiko fir Uberlebende
padiatrischer Malignome an einem Sarkom zu erknankerhthtes Risiko bestand bei
Radiotherapie, hoheren Anthrazyklin- oder Alkylamiosen, primdrem Sarkom, M.
Hodgkin oder weiteren Zweitmalignomen in der Voxdeshte.

In Anbetracht der hohen Heilungschancen gewinnenEdforschung der physischen und
psychosozialen Langzeitfolgen, sowie der Lebend@tiabn Interesse und Bedeutung
(Calaminus G et al. 2007, Zeltzer LK et al. 2009).

2.5 Tumor-Préadisposition infolge defizienter DNA-R@aratur

Eine funktionierende DNA-Reparatur ist fir die Begang von DNA-Schaden essentiell.
Insbesondere DSB in der DNA sind fur die genomidalbegritat bedrohlich, wenn sie nicht,
unzureichend oder falsch repariert werden. Einexskann es durch einen DSB zur
Arretierung des Zellzyklus und zum Zelluntergangnkaen, andererseits konnen genetisch
unbalancierte Zellen mit verdnderten Wachstumseigaften, potenzielle Tumorzellen,
entstehen. (Chistaikov DA et al. 2008, Sakata Kalet2007). Mutationen in Onkogenen,
Tumorsuppressorgenen oder in Stabilitatsgenen digx §ind fur Zellentartung und malignes
Wachstum verantwortlich (Vogelstein B & Kinzler KD04).

Es gibt verschiedene genetische Erkrankungen niizieleter DNA-DSB-Reparatur, unter
anderem die Ataxia telangiectasia (AT), das Nijnme@eeakage Syndrom (NBS) oder das
LIG4-Syndrom, die mit erhéhter Radiosensitivitatduhumorneigung einhergehen. Andere
hereditare Tumorpradispositionssyndrome betrefferschiedene weitere Proteine in dem
noch nicht vollstandig erforschten Gebiet der DN@&pRratur; hierzu zéahlen zum Beispiel die
Fanconi-Anamie, das Turcot-Syndrom oder das BetkWiedemann-Syndrom. Nur etwa 5-
10 % der Malignome beim Menschen treten in Zusantaweg mit solchen, bisher bekannten,
Erkrankungen auf (Birch JM 1999, Garber JE & Ofi2005). Es kann davon ausgegangen
werden, dass es genetische Ursachen in der Beudligesomit auch bei Kindern gibt, die auf
noch unbekannte Weise die DSB-Reparaturmechanisegativ beeinflussen (Kennedy RD
& D Andrea AD 2006, Bartsch H et al. 2007, Chistiakov DA et24108, Birch JM 1999).
Bestimmte Kinder kdnnen somit aufgrund ungunstigemetischer Varianten empfindlicher
gegeniber Strahlung, anderen Umwelteinflissen umabgenen Faktoren sein und zur
Malignomentwicklung neigen. Im Folgenden werden iggn der bereits bekannten

Tumorpradispositionssyndrome dargestellt.
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2.5.1 Ataxia telangiectasia

Die AT ist eine autosomal rezessiv vererbte Muttispnerkrankung, welche mit
immunologischer Dysfunktion, zerebellarer Degenerat chromosomaler Instabilitat,
abnormaler Radiosensitivitdit und einem erhdhtenbsgtisiko einhergeht (Boder E &
Sedgwick RP 1958). Die Haufigkeit liegt bei 1: 4000(Chun HH & Gatti RA 2004). Die
Zahl der heterozygoten Trager der Mutation wird ini% angegeben. Die AT wird durch
homozygote Mutationen im AT-Gen auf Chromosom 11822/erursacht (Gatti RA et al.
1988). Das zugehérige Protein wird als ATM bezeathisavitsky K et al. 1995). Dieses ist
ein 350-kiloDalton(kDa)-Protein, eine Phosphatidgtitol-3-Kinase, welche in der
Signalvermittlung bei DNA-Schaden, insbesonderehnBS&B, die zentral regelnde Rolle
spielt (Shiloh Y 2003). Nach der Einwirkung ionigeder Strahlung, die unter anderem DSB
verursacht, bewirkt ATM einen Zellzyklusarrest aendG1/S-, intra-S- und G2/M-Phase-
Checkpoints. Dies ermdglicht der Zelle eine kooette DSB-Reparatur. Ist der Schaden an
der DNA zu groR fir eine effektive Reparatur, koliert ATM auch den Ubergang in die
Apoptose (Loébrich M & Jeggo PA 2005).

Entsteht durch ionisierende Strahlung ein DNA-Semadgo wird das ATM-Protein aktiviert
und gibt diese Information durch Phosphorylierungrsehiedener Reparatur- und
Zellzykluskontrollproteine wie p53 weiter, wodurdie Zelle zur DNA-Reparatur im
Zellzyklus arretiert. Ist das ATM-Gen homozygot ettt konnen Proteine wie p53 nicht
oder nur unzureichend aktiviert werden. Dies bestewtass die Zelle sich nicht in Arrest
begibt, um den Schaden zu reparieren, sonderntigith genomischer Desintegritat in die
Mitose begibt (Chun HH & Gatti RA 2004, Rosen EMaét1999). Weiterhin scheint ATM
bei der Reparatur von Telomeren eine Rolle zu spiebtammzellen ohne funktionierendes
ATM besitzen im Zustand der replikativen Senesaatkirzte Telomeren. Bei den meisten
AT-Patienten wird kein ATM-Protein gebildet, in etvil5 % der Falle ist noch Restprotein
nachweisbar und es gibt auch Varianten mit qudivitausreichendem, aber funktionslosem
Protein (Chun HH & Gatti RA 2004). Neurologischgen die Patienten schon frih, aufgrund
des zunehmenden Verlusts von Purkinjezellen imrikien, in unterschiedlichem Ausmal
eine progressive Ataxie, Choreoathetose, dysattigisSprache und eine okulomotorische
Apraxie. Weitere Krankheitsmanifestationen sindlokutane Telangiektasien, eine gestorte
humorale und zellulare Immunabwehr und eine erh8tesitivitat gegenuber ionisierender
Strahlung, sowie ein etwa hundertfach erhdhtes #rgko (De la Torre C et al. 2003). AT-
Zellen haben eine drei- bis vierfach erhéhte Séraénpfindlichkeit (Taylor AM et al. 1975)
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und kénnen strahleninduzierte Schaden schlechpariezen (Lébrich M et al. 2000, Ribe
CE et al. 2008b und 2010).

Etwa ein Drittel der Patienten erkrankt an maligi@moren, jingere Kinder eher an akuter
lymphatischer Leukdmie oder B-Zell-Lymphomen, Jutliehe eher an T-Zell-Lymphomen
oder an T-Zell-prolymphatischer Leukamie, altere-Rdtienten eher an nichtlymphatischen,
soliden Malignomen (Chun HH & Gatti RA 2004). AT4ddeozygote zeigen in
abgeschwachter Form ebenfalls erhéhte Radioset#itiChromosomeninstabilitat und ein
mehr als dreifach erhdhtes Krebsrisiko (Rosen EMalet1999, Ribe CE et al. 2010,
Thompson D et al. 2005).

Weitere sehr seltene AT-&hnliche Tumorpradispassyadrome mit hoher Radiosensitivitat
sind die Ataxia telangiectasia-like disordgfATLD) mit einer Mutation im MRE11-Gen
(Stewart GS et al. 1999) und dRadiation-sensitive severe combined immunodefigifRE-
SCID) durch Mutationen im Artemis-Gen, welches lo@r DSB-Reparatur beteiligt ist
(Noordzji JG et al. 2003).

In  unserer Arbeitsgruppe wurden Familien von Péatien mit AT durch
Lymphozytenuntersuchungen mit dgrl2AX-Methode getestet (Riube CE et al. 2010).
Mittels der yH2AX-Immunfluoreszenzmethode nach ex vivo-Bestraglwon Blutlympho-
zyten der homozygoten Patienten und ihren heteoiepgEltern konnten unterschiedlich
stark abgeschwachte DSB-Reparaturfahigkeiten nadbgen werden. Die heterozygoten
Eltern der Patienten reparierten schlechter al®dhden ohne Mutation und besser als die
AT-homozygoten Patienten (Rube CE et al. 2010).

2.5.2 Nijmegen breakage Syndrom
Das NBS ist eine seltenes, autosomal-rezessivbtessrTumorpradispositionssyndrom, das
durch eine hypomorphe Mutation im NBS1-Gen auf @Glosom 8 (8g21) entsteht (Taalman
RD et al. 1983, Matsuura S et al. 1998). Ein Griber Patienten ist homozygot fir die
Mutation 657del5, wodurch ein beschadigtes ProteiinRestaktivitat entsteht (Krtiger L et
al. 2007). Das NBS1-Gen kodiert fir Nibrin (NBS#&jp 95 kDa grofRes Protein des MRN-
Proteinkomplexes. Dieser Komplex initiiert die D&8paratur durch die HR, nachdem es
durch das ATM-Protein phosphoryliert wurde. Die gaische Instabilitat bei NBS-Patienten
folgt damit aus der defekten homologen RekombimatddBS1 interagiert Gber den MRN-
Komplex direkt mity-H2AX an DSB in der DNA und ATM bildet Gber NBS1nen
Komplex mity-H2AX, was entscheidend fur die Rekrutierung vonMAZu DSB und damit
fur die DNA-DSB-Reparatur ist (Kobayashi J et @09). Klinisch zeigt sich ein erh6htes
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Krebsrisiko, eine erhdohte Radiosensitivitat, eimamundefizienz, eine Mikrozephalie,
charakteristische Gesichtszuige und eine Wachsttendierung. An der Haut kdnnen eine
Vitiligo oder Café-au-lait Flecken, am Augenhintengd Pigmentablagerungen auftreten
(Digweed M & Sperling K 2004).

2.5.3 Fanconi-Anamie

Die Fanconi-Anamie wurde 1927 von Guido Fanconi znsten Mal beschrieben. Dieses
seltene, meist autosomal rezessiv vererbte Chramasiastabilitdtssyndrom ist durch
Tumorpradisposition, Hypersensitivitdt gegenubenisierender Strahlung und DNA-
vernetzenden Chemotherapeutika, Fehlfunktion des ocKenmarks, angeborene
Fehlbildungen, Hautveranderungen und Wachstumsietang charakterisiert (Fanconi G
1927, Bagby GC & Alter BP 2006). Die Pravalenz égtr4d - 7: 1 Million Lebendgeborenen
(Gulbis B et al. 2010), bis zu 0,5 % der Gesamtb@ring sind Trager einer heterozygoten
Mutation (Auerbach AD 2009). Derzeit sind dreizeharschiedene Komplementations-
gruppen bekannt. FANC-A, -B , -C , -D1, -D2, -E, ¥, -I, -J, -L, -M und FANC-N,
maoglicherweise gehdrt auch RAD51C dazu (Reid Sl.eR@07, Tischkowitz M & Xia B
2010). 65 % der Falle gehéren zur Gruppe FANC-A&rbei liegt der Gendefekt auf dem
Chromosom 16q24.3. Etwa 25 % der Patienten habeaatinen im FANC-C- oder FANC-
G-Gen, die restlichen Komplementationsgruppen ha&ireen Anteil von 2 - 0,2 % (Kutler DI
et al. 2003, Tischkowitz MD & Hodgson SV 2003). Gieltene Komplementationsgruppe
FANC-B wird X-chromosomal vererbt (Rahman N & AshtioA 2004). Die FANC-Gene
gehdren wie ATM, NBS und andere Gene zu den sogéaaiisenen mitaretakerFunktion.
Diese sorgen durch die Erkennung und Behebung WA-Bchaden, die durch exogene und
endogene Faktoren permanent in unseren Koérperzetigsiehen, fur die Stabilitdt unseres
Genoms (Kinzler KW & Vogelstein B 1997, Tischkowi & Xia B 2010).

Die meisten FANC-Proteine sind am sogenannten FA/BRVeg beteiligt. Dies bedeutet,
dass die FANC-Genprodukte in Interaktion mit BRCAIM, NBS1 und RAD51 an der
Regulation des Zellzyklus und an DNA-Reparatur-Wedesbesondere an der HR beteiligt
sind und so zur genetischen Stabilitdt unserer &agilen beitragen (D"Andrea AD &
Grompe M 2003). Als Reaktion auf eine DNA-Schadgiden acht FANC-Proteine (A, B,
C, E, F, G, L, M) einen Kernkomplex, der FANCI uRANCD2 durch Monoubiquitinierung
aktiviert (D"Andrea AD & Grompe M 2003, Wang W 20Q07Aktiviertes FANCI und
FANCD2 bilden nun einen Komplex, der an der Stelds DNA-Schadens zusammen mit
anderen Reparaturproteinen wie BRCAL, FANCD1 (ertBpBRCA2), FANCN (entspricht
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PALB2, dem Partner von BRCA2), FANCJ (entsprichtiBR und RAD 51 nukleare Foci
bilden (Xia B et al. 2006 und 2007, Wang W 2007%chkowitz M & Xia B 2010). Diese
Foci sind immunhistochemisch nachweisbare, topdusape Marker fur die an der DNA-
Reparatur beteiligten Proteinkomplexe. Defekte irA/BRCA-Weg fihren zu einem
verlangerten S/G2-Phase-Arrest im Zellzyklus und euer fehlerhaften DNA-DSB-
Reparatur (D"Andrea AD & Grompe M 2003).

Die genetische Heterogenitat der Erkrankung erldét Heterogenitat der Symptome. An
charakteristischen Merkmalen kdnnen Hautpigmenhdséungen, Kleinwuchs, Fehlbil-
dungen der oberen und unteren Extremitdt, Hypogemads, Nieren-, Augen- und
Ohrenfehlbildungen, sowie gastronintestinale undlikpulmonale Fehlbildungen auftreten
(Auerbach AD 2009). Kinder mit Fanconi-Anamie ertké@ln haufig in der ersten Lebens-
dekade eine Thrombozytopenie. Es konnen Anamie bedekopenie bis hin zur Panzyto-
penie folgen, die durch chromosomale Veranderumgderogenitorzellen im Knochenmark
entstehen (D’Andrea AD & Grompe M 2003). Diese @hweomenstorungen im
Knochenmark kénnen dann zur Entwicklung eines ntdyaplastischen Syndroms (MDS)
oder einer akuten myeloischen Leukdmie (AML) fuhré&ir die AML haben Fanconi-
Patienten ein etwa 15.000fach erhdhtes Risiko (ikiswitz MD & Hodgson SV 2003), 52 %
entwickeln innerhalb von 40 Jahren ein MDS oderee&®ML (Auerbach AD 2009).
Ansonsten treten solide Tumoren, vor allem Hirnttenound Plattenepithelkarzinome, auf
(Rosenberg PS et al. 2008).

Neben der klinischen Diagnose erfolgt die Bestaggu durch eine erhdhte
Chromsosomenbrichigkeit in Lymphozyten nach Expwsitmit Diepoxybutan oder
Mitomycin C (Auerbach AD 2003). Weitere diagnogtiec Mdglichkeiten sind
Zellzyklusanalysen mittels Durchflusszytometriee diomplemenationsgruppenanalyse und
die Mutationsanalyse. Bei unklaren Ergebnissen gihtdurch Kombination von Methoden,
die Mdglichkeit eines Mitomycin-C-Sensitivitats-Tesn Fibroblasten (Pinto FO et al. 2009).
Nach einer neueren Studie fuhrt die Untersuchung fAbroblasten mittelsy-H2AX-
Immunfluoreszenz zur Unterscheidung zwischen Paiiemit Fanconi-Anamie und anderen
Ursachen von Knochenmarksversagen (Leskovac A 2040).

Symptomatisch kann das Knochenmarksversagen mitofjedderivaten und Blutprodukten
therapiert werden, die derzeit einzig kurative Belhlangsmaglichkeit ist die Transplantation
von hamatopoietischen Stammzellen, ein erhdhtekdridr Plattenepithelkarzinome bleibt
danach jedoch erhalten (Millen FJ et al. 1997, 1@dh& et al. 2006).
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2.5.4 Turcot-Syndrom

Das Turcot-Syndrom ist eine, 1959 zum ersten Matheebene, sehr seltene Erbkrankeit,
bei dem ZNS-Tumoren zusammen mit kolorektalen Rolyauftreten (Turcot J et al. 1959).
Seit der Erstbeschreibung der Erkrankung wurdenigeenals 200 Patienten identifiziert
(Lusis EA et al. 2010). An zerebralen Tumoren trele etwa 60 % Gliome jeglicher
Dignitat, Medulloblastome, aber auch Lymphome, Mgebme, Hypophysenadenome und
Kraniopharyngeome auf (Paraf F et al. 1997). Demd&m koénnen molekulargenetisch
zwei hereditare Erkrankungen mit kolorektalen Kaomnen zugeordnet werden: die familiare
adenomattdse Polyposis (FAP-Syndrom) und das HNP@@r8m (hereditdres nicht
polypdses Kolonkarzinom). In 75 % der Falle liegieeMutation im APC gdenomatous
polyposis col-Gen vor (Sjursen W et al. 2009), dies verursat@tfamiliare adenomatdse
Polyposis, hierbei sind die intestinalen Tumorewregend mit Medulloblastomen assoziiert
(Turcot-Syndrom Typ 2). Der Typ 1 des Turcot-Symdsoentsteht durch Mutationen in
Mismatch-Reparatur (MMR)-Genem(tS homolog ZMSH2), mutS homolog §MSH6),
human MutL homolog ThMLH1), human postmeiotic segregationuhd 2 (hPMS1 und
hPMS2)). Diese Patienten werden als Subgruppe d¥RPQ€-Syndroms gesehen und
entwickeln an zerebralen Tumoren hauptsachlich bEgiome (Hamilton SR et al. 1995,
Lusis EA et al. 2010). Durch biallele Mutationeneimem der genannten MMR-Gene kommt
es zu Fehlern in der DNA-Sequenz nach dem Repdkstiorgang. Das MMR-System
eliminiert Basenfehlpaarungen, sowie Insertioned Deletionen und hilft so, die Integritat
des Genoms zu gewahrleisten. Fehler fihren zu Mot und zur Mikrosatelliten-
instabilitdt, dem Kennzeichen einer defekten MMRe&atur (Gottschling S et al. 2008).
Mikrosatelliten sind kurze, repititive, nicht-kodeande DNA-Sequenzen. Turcot-Patienten mit
einem MMR-Defekt haben neben ZNS-Tumoren auch halogische maligne Erkrankungen
und haufig Café-au-lait-Flecken (De Vos M et al020D

2.5.5 Beckwith-Wiedemann-Syndrom

Das Beckwith-Wiedemann-Syndrom ist eine Erkrankudge mit einer Inzidenz von
1:10.000-15.000 Geburten auftritt und die mit GraBks, Hypoglykdmie in der
Neonatalperiode, Bauchwanddefekten und Tumorpréadigpn einhergeht (Cohen MM Jr
2005). Die Erkrankung wurde zunéachst als Exomphislakroglossie-Gigantismus-Syndrom
bezeichnet und von Beckwith (1963) und Wiedemanf64) erstmals beschrieben.
Annahernd 85 % der berichteten Falle treten spscadil5 % familiar gehauft auf (Choufani
S et al. 2010). Pranatal wegweisend sind ein Pdidmgnion, eine ubergrof3e Plazenta und
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eine lange Nabelschnur, haufig kommt es zur Friingiethkeit (Weng EY et al. 1995).
Weitere klinische Zeichen sind eine Makroglossiegeypische Ohrmuschelfaltelung und
eine Viszeromegalie. An Bauchwanddefekten treterpaiozelen, umbilikale Hernien und
Rektusdiastasen auf. Seltener kommt es zu Hemitrgpéien, Nieren- und Herzfehl-
bildungen, Kardiomyopathien und Gaumenspalten (\Medgs R et al. 2003, Cohen MM Jr
2005). In Abhangigkeit von der genetischen Ursaobrenen sich bei Tumorpréadisposition
Nephroblastome, Neuroblastome, Hepatoblastome, d®mayposarkome und Nebennieren-
karzinome entwickeln (Wiedemann HR 1983, Tan TY&&rdJ 2006).

Die Atiologie des Beckwith-Wiedemann-Syndroms istriplex. Die Erkrankung tritt zum
grol3ten Teil sporadisch auf und entsteht meisthdiethylierungsstérungen in einer der
beiden Imprinting-Kontrollregionen des Chromosom4p15.5 oder durch paternale
uniparentale Disomie. Epigenetische oder genetis¢eginderungen in den Imprinting-
Doméanen auf dem Chromosom 11p15.5, welche Wachsetguoiationsgene steuern, stellen
die Hauptursache dar (Weksberg R et al. 2003, EnHlzet al. 2006; Choufani S et al. 2010).
Genomisches Imprinting bedeutet die allelspeziiscBxpression von Genen durch
Modifikation von Histonproteinen oder Nukleotidem iAbhangigkeit vom elterlichen
Ursprung (Brannan CI & Bartolomei MS 1999, Pfeifér2000). Die erste Imprinting-
Doméane des Chromosoms 11p15.5 kontrolliert die &gon desnsulin-like-growth factor

2 (IGF2) und von H19, welches fir nicht translatiRiA kodiert. Die zweite Imprinting-
Region steuert CDKN1C, ein Gen das zur Wachstumsherg fuhrt, und KCNQ10T1, das
fur nicht translatierte RNA kodiert (Bliek J et 2009). Das Beckwith-Wiedemann-Syndrom
kann durch Uberexpression von IGF2 (Doméne 1), dwerminderte Expression von
CDKN1C (Doméane 2) oder weitere Verdnderungen dmesie ursachlich sind
unterschiedliche zytogenetische oder molekulargsstet Vorgange (Weksberg R et al.
2003): Bei etwa 55 % der Patienten ist eine Hypbgietrung der zweiten Imprinting-
Doméne des KCNQ10T1-Gens urséachlich; es bestehemidhtes Risiko fur embryonale
Tumoren, jedoch nicht fur das Nephroblastom. Bei%7 der Patienten besteht eine
Hypermethylierung der ersten Imprinting-Region,rhigé das Risiko der Entwicklung eines
Nephroblastoms oder Hepatoblastoms erhoht (Bliekal. 2001, Choufani S et al. 2010). In
10-20 % der Erkrankungsfalle besteht eine patermaliparentale Disomie 11pl5; das
bedeutet, dass das maternale Allel verloren gegaisgeind das paternale Allel nun doppelt
vorliegt, wodurch verstarkt IGF2 exprimiert wirdeBder uniparentalen Disomie ist das
Risiko fur ein Nephroblastom oder Hepatoblastonrkserhoht und es tritt héufig eine

Hemihypertrophie auf (Choufani S et al. 2010). I8 % werden Punktmutationen im
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CDKN1C-Gen nachgewiesen; dieser Defekt ist haufity @mer Omphalozele und einer
Gaumenspalte, selten auch mit einem Neuroblast@ozaesrt (Lam WW et al. 1999). In
seltenen 1-2 % der Falle ist eine strukturelle Yideiung des Chromosoms 11p15 ursachlich.
Atypische Félle des Syndroms entstehen durch Hyporerungen an verschiedenen
maternal methylierten Imprinting-Regionen (BlieletJal. 2009). Zusammenhéange zwischen
dem Auftreten eines Beckwith-Wiedemann-Syndroms wider vorherigen In-vitro-
Fertilisation wurden beschrieben (Lim D et al. 20(@as hdchste Tumorrisiko besteht bei
der paternalen uniparentalen Disomie und bei deyeHyethylierung der ersten Imprinting-
Region auf Chromosom 11p15.5 (Choufani S et al0201

2.6 Strahlentherapie: Frih- und Spéattoxizitaten

Die Strahlentherapie ist ein elementarer Bestandezi multimodalen Behandlungskonzepte
bei der Therapie von Krebserkrankungen im Kindesd Wugendalter. Vor allem bei
Sarkomen, bei Hirntumoren, bei Leukamierezidiverd wor einer h&matopoietischen
Stammzelltransplantation wird sie bei Kindern esejet. Etwa 800 Kinder werden pro Jahr
in Deutschland therapeutisch bestrahlt (BollingtTale 2007a). Radiotherapie wird kurativ
und mit sehr guten lokalen Ergebnissen auch palilmder kinderonkologischen Behandlung
eingesetzt. Abhangig vom Entwicklungsstand undMetivation des Kindes muss wéhrend
der Bestrahlung eine Sedierung erfolgen.

Nicht alle kindlichen Tumoren sind strahlensensiballgemein gilt eine hohere
Strahlensensibilitat fur mitotisch aktive Zellen ewLeukdmie- oder Lymphomzellen im
Gegensatz zu differenzierten Zellen eines Teratdiisenso sind im gesunden Gewebe
beispielsweise die sich haufig teilenden Schleindelen weitaus strahlensensibler als sich
seltener teilende Myozyten (Rosen EM et al. 1999)

Die Intensitat der Bestrahlung wird soweit wie méiglan das individuelle Risiko des Kindes
angepasst. Hierzu fuhrt man eine individuelle dne@hsionale CT (Computertomographie)-
oder auch Magnetresonanztomographie- gestutzteaBéstigsplanung durch (Bélling T et
al. 2006). Durch hochpréazise Planung, individudlegerung des Patienten und exakte
Fokussierung der Strahlung ins Zielgebiet wird egdindes Gewebe geschont. In der
padiatrischen Radioonkologie wird vorwiegend die leffeerapie im Sinne einer
Photonenbestrahlung mit Energien zwischen 4 undVg&@avolt (MV) eingesetzt, jedoch
nutzt man auch®Co-Quellen, Elektronen- und Protonenstrahlen. Dirsehiedenen

Techniken werden auch kombiniert eingesetzt (Bgllih et al. 2006). Meist wird das
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Zielgebiet Uber mehrere Felder bestrahlt, so kalenSdrahlendosis besser fokussiert und
gesundes Gewebe besser geschont werden. Die Gesa@ntdiner therapeutischen
Bestrahlung wird fraktioniert gegeben, beispielsgel,5 - 2,0 Gray (Gy) pro Tag an funf
Tagen in der Woche Uber einen Zeitraum von 2-6 \Wodfkonventionelle Fraktionierung).
Dadurch wird das Normalgewebe geschont und aufTdesorgewebe wird eine selektiv
hohere Wirkung erzielt (Bentz&sM 1993).

Entscheidend fur den Einsatz und die Intensitat Bestrahlung sind der zu erwartende
Nutzen versus mdoglicher Nebenwirkungen und Komglken. Die Mehrzahl der
padiatrischen und erwachsenen Patienten, die ebthl@rapeutisch behandelt werden,
Ubersteht diese ohne oder mit nur geringen Neb&ongen. Sie treten jedoch trotz
genauester Planung und Risikoabschatzung bei manéraienten auf und kdnnen
lebensbedrohliche Folgen haben: Akute Nebenwirkangei Kindern und Jugendlichen
unterscheiden sich kaum von denen des Erwachsémenegbie treten durch das Absterben
einer grof3en Zellzahl wahrend oder kurz nach derdpie auf, sind Uberwiegend reversibel
und kénnen durch supportive Mallnahmen gemilderteverDie akuten Effekte betreffen
vorwiegend schnell proliferierende Gewebe wie daitiSchleimhaute oder das blutbildende
Knochenmark. Nach erfolgter Strahlenbehandlung kden Schaden durch die rasche
Proliferation von Stammzellen meist komplett wiedesgeglichen werden. Demgegentber
werden chronische Nebenwirkungen auch durch daser Ales Kindes und den
Entwicklungsstatus des betroffenen Organs bestindmtjinger das Kind und je weniger
entwickelt das Organ, desto ausgepragter die Sqtid der Radiotherapie. Jungere
Patienten sind starker von Spatfolgen wie Wachstetaslierung und Zweittumoren
betroffen (Rosen EM et al. 1999). Spatreaktionerhri@adiotherapie treten Monate 6-9)
oder Jahre nach der Therapie auf, sie sind meestarsibel und limitieren dadurch die zu
applizierende Strahlendosis und somit die Heilungacen (Bentzen SM 1993, Hall EJ 2000
S. 340).

Spatfolgen betreffen Organe wie Lunge, Leber oder NS und das Gefaliendothel sowie
Binde- und Stitzgewebe. Betroffen sind zum einee @rgane oder Gewebe im
Bestrahlungsfeld, zum anderen kann sich ein Zwaittuin oder auf3erhalb des Feldes
entwickeln.

In welchem Ausmal® es zu Strahlenfolgen kommt, h&ogt vielen Faktoren ab: von der
Qualitdt und Quantitdt der Bestrahlung, von der dlislation und dem Volumen des
bestrahlten Gewebes, von der Kombination mit Cheerapie oder einer Operation im

Bestrahlungsfeld sowie der Koexistenz weiterer wmadicher Probleme die einen
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Strahlenschaden verschlimmern konnen (Rosen EM let1899). Bei den akuten
Strahlenfolgen spielt aul3erdem die Gesamtbehansttertigeine Rolle (Barber JB et al. 2000,
Hall EJ 2000 S. 339-360). Da bei verstarkter Zelifgration ionisierende Strahlen héheren
Schaden anrichten, ist die Empfindlichkeit der tsakiedlichen Gewebe auch von der
Wachstumsphase eines Kindes abhéngig: Nervengeiseli®sonders im S&uglings- und
Kleinkindesalter, Gewebe von reproduktiven Organbesonders in der Pubertat
strahlensensibel (Halperin EC et al. 1999).

Bhatia S et al. (1996) und Aisenberg AC et al. ()9igten ein erhdhtes Risiko ehemaliger
M. Hodgkin-Patientinnen an Brustkrebs zu erkrankgie, im Alter zwischen 10 und 16
Jahren, wéhrend das Brustgewebe proliferierte, #ineakale Bestrahlung erhielten. Diese
Beobachtung konnte von Neglia JP et al. (2001)gkeducht bestéatigt werden. Eine weitere
Spétfolge kann bei der Beckenbestrahlung jungerdkiéil auftreten: Signorello LB et al.
(2006) zeigte, dass Patientinnen, die im Kindesdltte Uterusbereich bestrahlt wurden,
dosisabhangig ein bedeutend erhohtes Risiko fuhdetiurtlichkeit und fur ein niedriges
Geburtsgewicht ihrer Kinder haben.

Eine bedeutende Rolle spielt die individuelle Swabmpfindlichkeit eines Patienten
(Baumann M et al. 2003, Bentzen SM 2006, BorgmannetK al. 2008). Erhohte
Radiosensitivitat lasst sich bei hereditdren Erkuagen wie der AT oder der Fanconi-
Anamie beobachten. Es gibt jedoch auch Ubermafiadplehempfindliche Menschen ohne
bekannte genetische Ursache, die auf Bestrahlurigsetir schweren Nebenwirkungen
reagieren (Barber JB et al. 200ing H et al. 2001, Lobrich M et al. 2005, Oppitztal.
1999, Sprung CN et al. 2005). Diese Patienten kénnenhddre heute Ublichen klinischen
Untersuchungen vor einer Strahlentherapie nictarerkwerden und werden so unwissentlich
einer fur sie eher ungeeigneten Therapieform zigefiDeshalb versuchen verschiedene
Arbeitsgruppen seit Jahren pradiktive Tests zu iekBin, um diese Patienten vor Beginn
einer Strahlentherapie erkennen zu konnen undnalieen Therapieformen zuzufihren
(Alapetite C et al. 1999, Barber JB et al. 2000rgdaann K et al. 2002 oeller U et al. 2003,
Jung H et al. 2001, Kabacik S et al. 2011, Leoret @l. 2004, Lobrich M & Kiefer J 2006,
Muller WU et al. 2001, Oppitz U 1999, Ribe CE 2008308b und 2010, Sprung CN et al.
2005) oder um starker individualisierte BestrahBpigne zu entwickeln (Barber JB et al.
2000). Diese Forschungen koénnten auch zum Erreibbléerer Tumorkontrollraten fiihren,
da die therapeutische Strahlendosis durch diewaregganden Nebenwirkungen begrenzt wird.
Konnte man im Rahmen der Bestrahlungsplanung eesorders hohe Normalgewebs-

toleranz oder -sensibilitat feststellen, so liedh gie Dosis entsprechend einer besseren
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Tumorkontrolle erhéhen, bei einer erhdhten Sentibilentsprechend einem besseren
Normalgewebsschutz erniedrigen (Sprung CN et a5P0Auch die zugrundeliegenden
Mechanismen der individuellen Pradisposition fir e diEntwicklung schwerer
therapieassoziierter Toxizitdten sind noch Forsghgagenstand. Eine Hypothese ist, dass
diese durch Mutationen von Genen enstehen, degaife in der Schadensantwort der Zelle
auf eine DNA-Schadigung teilnehmen (Fernet M & HalR004, Rieger KE et al. 2004,
Svensson JP et al. 2006).

Von besonderer Bedeutung fur die Lebensqualitéfudegen Patienten sind die chronischen
Strahlenspatschaden. Durch verbesserte Heilungsehamund die Moglichkeiten der
Lebensverlangerung in der P&diatrischen Onkologien sie haufiger in Erscheinung
(Bolling T et al. 2006). Im Rahmen einer prospedtivmultizentrischen Registerstudie
werden seit 2004 bundesweit alle im Rahmen der GB@idien behandelten Kinder mit
Radiotherapie bezuglich ihrer Akut- und Spatnebekuvigen erfasst (RiSK-Studie).
Hierdurch sollen akute und chronische Nebenwirktisgfen besser eingeschétzt,
Studienprotokolle verbessert, und die Bestrahluogsd an Risikoorganen mit
entsprechenden Strahlenspatfolgen korreliert wer@@iling T et al. 2006, 2007a und
2007b). Im Rahmen der RiSK-Studie erfasste Patient# hohergradigen Nebenwirkungen
wurden meist mit Sarkom-Therapieprotokollen behtindebei die Patienten mit malignen
Sarkomen etwa ein Drittel der erfassten Patienteunlation darstellten. Es konnten insgesamt
nur wenig hohergradige Nebenwirkungen allein aué &trahlentherapie zurtickgefihrt
werden, meist sind Chemotherapeutika, Operationeer otumorbedingte Ursachen
mitbeteiligt (Bdlling et al. 2007a).

2.7 Fragestellung und Ziel der Pilotstudie

Die Ursachen fur Tumoren im Kindesalter sind nohtausreichend erforscht und bekannt.
Eine defiziente DSB-Reparatur stort die genomisahegritdt und stellt nach unserer

Hypothese einen bedeutenden Risikofaktor fur diendnentstehung bereits im Kindesalter
dar. Zudem kann eine beeintrachtigte DSB-Repamiwschweren Normalgewebstoxizitaten
wahrend einer therapeutischen Bestrahlung fihrem besonderem Interesse hierbei sind
individuelle, geringer ausgepragte DSB-Reparatuiziznzen, die nicht einer bestimmten

hereditdren Erkrankung zugeordnet werden konneerzhli wurden in der vorliegenden

Arbeit Lymphozyten von gesunden und tumorkrankemdiérn mittels deryH2AX-

Immunfluoreszenzmethode untersucht, um etwaige éimcit einem DSB-Reparatur-Defekt
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zu identifizieren und um Normalgewebstoxizitaten Bendern mit DNA-schadigender
Therapieform zu ermitteln. Damit sollten zum eiéinweise fur die Beantwortung der Frage
gefunden werden, ob durch Blutuntersuchungen mittdRAX-Immunfluoreszenz Kinder
mit hohem Risiko fur Normalgewebstoxizitdten idéniert werden kénnen und ob diese
Methode damit prinzipiell als pradiktiver, klinisshTest geeignet ware, Patienten mit hohem
Risiko fir Normalgewebstoxizitdten zu identifizisreZum anderen sollten Hinweise auf
maogliche Zusammenhange zwischen defizienter DSBaRyr und maligner Erkrankung im

Kindesalter gefunden werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Aufbau der Studie

Die Untersuchungen fiir diese Pilotstudie wurden @mzember 2006 bis Mai 2008 vom
Labor fur Molekulare Radioonkologie (PD Dr. C.E.[)i in Kooperation mit der Klinik fur
Padiatrische Onkologie und Hamatologie (Prof. Dr.G¥af) des Universitatsklinikums des
Saarlandes durchgefihrt. Die individuelle DNA-DSBpRraturkapazitat von Kindern mit
malignen Tumoren wurde mittefH2AX-Immunfluoreszenz ermittelt und mit der DSB-
Reparaturfahigkeit gesunder Kinder verglichen, nudevurden die Ergebnisse der
radiotherapierten Tumorkinder (TuKi) mit Normalgeéwseoxizitdten nach Strahlentherapie
korreliert. Hierzu wurde eine Gruppe Kinder mitthlegisch gesicherten, meist soliden
Tumoren (n = 23) untersucht, eine altersadapti&tappe gesunder Kinder diente als
Kontrolle (n = 24).

Die Rekrutierung der Patienten mit malignen Erkrarden erfolgte in der stationaren und
ambulanten Abteilung der Klinik fir PadiatrischekOlogie und Hamatologie der Universitat
des Saarlandes. Ein Kind (HNEE) wurde nach Auftreéehes Drittmalignoms uber das
Universitatsklinikum Giel3en in die Studie aufgenoamm

Bei radiotherapierten Kindern der Tumorgruppe wurdédem die strahleninduzierte
Normalgewebstoxizitdt anhand der Protokolle desid®erg zur Erfassung von Spaétfolgen
nach Strahlentherapie im Kindes- und Jugendalt§KRerfasst.

3.1.1 Ein- und Ausschlusskriterien

In die Tumorgruppe eingeschlossen wurden Kinder Jugendliche die an einem Malignom

erkrankt waren und zum Zeitpunkt der Diagnosestglizwischen einem und achtzehn Jahre
alt waren. Eine Patientin mit Osteosarkom (KZBA)rwam Diagnosezeitpunkt bereits

einundzwanzig Jahre alt. Leukdmiepatienten wurdegen schlechter Auswertbarkeit der
Proben und moglicher proliferierender Lymphoblasi@nperipheren Blut von der Studie

ausgeschlossen. Die Patienten erhielten zum Zéitpdar Blutuntersuchung der Studie

madglichst keine Chemotherapie und in keinem Falkdradiotherapie in den letzten drei

Monaten.

Vorzugsweise eingeschlossen wurden demnach enstdibigierte Kinder eines soliden

Tumors, die zum Zeitpunkt der Blutentnahme nocméeTherapie erhalten hatten, sowie
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Kinder, die ihre Therapie seit mindestens einenn Babndet hatten und zur Nachsorge in die
kinderonkologische Ambulanz kamen.

In die Kontrollgruppe wurden gesunde Kinder voneeinJahr bis achtzehn Jahren einge-
schlossen.

Sowohl fur die Tumor-, als auch fir die Kontrollgpe galt als Ausschlusskriterium eine

Szintigraphie, Rontgen- oder CT-Untersuchung in l@ezrten 3 Tagen vor der Blutentnahme

fur die Studie.

3.1.2 Gewinnung des Untersuchungsmaterials

Das Untersuchungsmaterial der Studie bestand ayshpeem Blut péadiatrischer Patienten,
die an einem Malignom erkrankt waren, sowie augpperem Blut gesunder Kinder.

Eltern und Kinder wurden vor der Blutenthnahme Uder von der Ethikkommission der

Universitat des Saarlandes am 29.11.2006 genehi@tgtie ausfihrlich unterrichtet. Gaben
die Eltern ihr schriftliches Einverstandnis, wurdien Kindern zusatzlich zur diagnostischen
Blutentnahme der Kinderklinik maximal 8 ml veno&dst fur die Studie entnommen. Somit
wurden die meisten Blutproben im Rahmen von routéléig durchgeflhrten, medizinisch
erforderlichen Blutentnahmen gewonnen, so dassekeusatzlichen Belastungen fur die
Kinder entstanden. Lediglich sechs Kinder und Jdiyeime der Kontrollgruppe lief3en sich

freiwillig auRerhalb diagnostischer Mal3hahmen Bliinehmen.

Das Blut wurde direkt in Ammonium-Heparin-Monovettabgefillt, umgehend in einem

37 °C warmen Dewar-Gefal3 in das Labor transpouiedtdort aufgearbeitet.

Nach Verdiunnung und Bestrahlung des Vollbluts gtéolan vier festgelegten Zeitpunkten
nach der Bestrahlung die Lymphozytenseparationn ae Farbung der Lymphozytenkerne
mittels yH2AX-Immunfluoreszenz und zu einem spéteren Zeitpuhie Auswertung der

Proben.
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3.2 Versuchsprotokoll

3.2.1 Materialien und Gerate

Gerat

AcuBoy

Brutschrank

Deckglaser

Dewar —Transportgefaf3
Fluoreszenz-Mikroskop
Mikroskop-Kamerasystem

Objekttrager
Parafilm

Petrischalen

Bezeichnung

pipetus-akku

Hera cell
18 mm Durchmesser
Typ B
Eclipse E600
DigitalCamera
DXM 1200
SuperFrost 76x26mm
IL60631

Pipetten (0,1-2,5; 0,5-10; 2-20Eppendorf Research

10-100; 20-200, 100-10Q4)

Pipettenspitzen
Rontgenrohre

Schittler
Sterilwerkbank
Vortex
6-Well-Platten

Wasserbad

Tischzentrifugen

Zentrifugen

Zentrifugenrdéhrchen

1. MCN 165/ 796704
2. PW2 184/400

ELMI Shaker 54

Hera safe

Reax 2000

128x86 mm

GFL Typ 1012

1. Biofuge fresco
2. Biofuge 13
Eppendorf A-4-62

15 ml und 50 ml
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Hersteller
Hirschmann Laborgeréte,
Eberstadt
Heraeus, Hanau
Roth, Karlsruhe
KGW Isotherm, Karlgruh
Nikon, Dussdldo
Nikon, Dusseldorf

Roth, Karlsruhe
American National Can,
Chicago, USA
Nunc, Wiesbaden

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht
Philips, Hamburg

ELMI Ltd., Riga, Lettland
Heraeus, Hanau
Heidolph, Schwabach
Nunc, Wiesbaden
Gesellschatft fur
Labortechnik, Burgwedel

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nigobr



3.2.2 Verwendete Chemikalien, Losungen und Antikorer

3.2.2.1 Chemikalien, Lésungen und Puffer

Chemikalie/Losung/Puffer Hersteller

Aceton VWR, Darmstadt
4°,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Vector Laboratories, Burlingame, USA
Formaldehyd, 37 % in PBS VWR, Darmstadt

Gelatine Roth, Karlsruhe

Methanol VWR, Darmstadt

Mounting Medium (Vectashield) Vector Laboratories, Burlingame, USA
Normalserum der Zieg@\S) PAA, Colbe

LSM 1077 Lymphocyte PAA , Pasching/ Osterreich

Phosphatgepufferte  Kochsalzlosungohdsphate PAA, Colbe

buffered salingPBS))

Postfixierungs-Losung (2,5 % (v/v) FormaldehydWR, Darmstadt und PAA, Cdlbe
in PBS)

RPMI-Nahrmedium 1640 PAA, Coélbe

3.2.2.2 Antikorper
mouse-antiyH2AX (Serl139) IgG, 1mg/ml Upstate, Charlottesville, USA

goat-anti-mouse Alexa-Fluor 488 19G, 2mg/ml  Invitrogen GmbH, Karlsruhe

3.2.3 Rontgenbestrahlung

3.2.3.1 Vorbereitung
Die 37 °C warmen Blutproben, idealerweise 8 ml patient, wurden 1:2 mit auf 37 °C
vorgewarmtem RPMI-Medium 1640 verdinnt. Das verdérBiut wurde dann auf zehn 15
ml-Zentrifugenréhrchen, etwa 2,1-2,4 ml Blut + RPMb Roéhrchen, aufgeteilt. So erhielt
man pro Patient zehn Proben, zwei als unbestrétdtérollen und acht Proben, die nach
Bestrahlung zur Ermittlung des DSB-Reparaturvermégaer Kinder nach vier Zeitpunkten
aufgearbeitet wurden: nach 0,5 h, 2,5 h, 5 h uct 8ah.
Der Transport aller Proben zur Rontgenréhre undickuerfolgte in einem Dewargefald bei
37 °C damit die Zellen am Leben blieben und nach Bestrahlung unter optimalen
Bedingungen reparieren konnten.
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3.2.3.2 Bestrahlung der Proben

Die Rontgenbestrahlung zur Erzeugung von DNA-DSIfaei Raumtemperatur statt. Vier
Blutproben wurden mit 1 Gy bestrahlt, vier Probeih 2nGy und zwei Proben blieben, als
Kontrollen, unbestrahlt.

Standen nur 3,5 - 4 ml Blut von einem Kind zur Vigring, so wurden vier Proben mit 1 Gy
bestrahlt und eine Probe diente als Kontrolle.

Fur die ex vivo-Bestrahlung des verdinnten Vollkblaer beiden Untersuchungsgruppen
wurden zwei verschiedene Rontgenréhren mit jeweitseer Wolfram-Anode und einem
Beryllium-Austrittsfenster verwendet. Die Bestraiguin der Rontgenréhre vom Typ MCN
165/796704 (Philips) wurde bei einer Stromstéarke ¥6 mA bei einer Filterung von 1 mm
Aluminium und einer Spannung von 90 kV (Kilovoltyirgdhgefiihrt. Im Abstand von 30 cm
zum Beryllium-Austrittsfenster lag die Dosisleisgursomit bei 1,96 Gy/min. In der
Rontgenrohre vom Typ PW2 184/400 (Philips) betriggRtromstarke bei Bestrahlung 25 mA
bei einer Filterung von 2 mm Aluminium und einersBeleunigungsspannung von 90 kV.
Die Dosisleistung betrug 1,23 mGy/min im Abstandhv&0 cm zum Austrittsfenster. Die
Dosisleistungen beider Roéntgenrdhren wurden mittBlicke-Dosimetrie und durch
Messungen mit einer Weichstrahlkammer (PTW, Frgpbestimmt.

Das verdiunnte Vollblut wurde in liegenden Zentrdagbhrchen (15 ml-Falcons), bis zu vier
pro Bestrahlungsvorgang, bestrahlt. AnschlieBefalgte der Ricktransport der Proben bei
37 °C und die umgehende Inkubierung fur 0,5 h,i2,5 h und 8 h im Brutschrank in einer
5 % CQ-Atmosphare bei 37 °C.

3.2.4y-H2AX-Immunfluoreszenzfarbung

Werden keine anderen Angaben gemacht, so erfolgteentsprechende Arbeitsschritt bei
Raumtemperatur.

Die unbestrahlten Kontrollproben wurden mit dendbai mit 1 und 2 Gy bestrahlten 0,5 h-
Proben, die tbrigen Proben nach 2,5 h, 5 h und@drearbeitet.

Die Isolierung der Lymphozyten erfolgte mit Hilfeesl Ficoll-Isopaque-Dichtegradienten
(1,0-1,3 g/ml). Hierzu wurde nach Ablauf der Inktibaszeit etwa 2,1 - 2,4 ml der
verdiinnten Blutprobe unter der Sterilbank vorsglauf 2,2 ml Lymphozytentrennmedium
(LSM 1077 Lymphocyte) aufgeschichtet und bei 120€@ir 20 min bei RT zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation waren vier Phasen vorhandemnterst die rote Fraktion der
zellularen Blutbestandteile als Sediment, folgerdREercollphase mit Granulozyten, hierauf

die weil3e, diinne Lymphozytenphase und zuober®ldéserum (siehe Abb. 6).
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E Plasmaphase: Thrombozyten
Interphase:  Lymphozyten (80 %)

Monozyten (15 %)
Percollphase: Granulozyten

' Pellet: Ervthrozvte

Abb. 6: Schema der Probe nach Zentrifugation mit Pecolliberschichtung

Die weil3e Fraktion der Lymphozyten wurde nun zu gbéntnommen und fur 10 min in 6
ml PBS bei 30@Q zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurdehndbsaugen des PBS mit
6 ml PBS resuspendiert und die Suspension ernentrifegiert (240 g, 10 min).
Anschlie3end wurde das Lymphozyten-Pellet mit {DBBS aufsuspendiert, auf sterilisierte
und zuvor gelatinisierte Deckglaschen in einer Relammer aufgetragen und fur 10 min
bei RT stehengelassen. Die so separierte Zellplodes vereinfacht als Lymphozytenphase
bezeichnet, enthalt etwa 80 % Lymphozyten (60 % TD8 % CD8 und 5 % CD19Y), etwa
15 % Monozyten und 5 % Granulozyten (Lébrich Mle205).

Monozyten und Granulozyten wurden durch morphotdwsKriterien unter dem Mikroskop
erkannt und nicht in die Auswertung mit einbezogeie Analyse der Lymphozyten
beinhaltete jedoch alle Lymphozyten-Subpopulationen

Die Fixierung der Zellen erfolgte fir 30 min beiG-ZC in 3 ml 100 % Methanol pro
Deckglaschen, die anschlieBende Permeabilisiertotgee fir 1 min bei —20 °C in 100 %
Aceton. AnschlieRend wurden die Lymphozyten dreifdaallO min in PBS, versetzt mit 1 %
NS (PBS/NS), gewaschen.

Die fixierten Deckglaschen wurden in einer Feucatefer auf Parafilm ausgelegt, mit 4o
primarer Antikorperlosung (mouse-agti2AX (Ser 139), 1: 800; in PBS mit 1 % NS)
Uberschichtet und Uber Nacht bei +4 °C inkubiert.

Nach mindestens 6 h Inkubationszeit des primaretiké&wpers wurden die Proben auf RT
gebracht, dann erfolgten verschiedene WaschschréteRT bis zur Inkubation mit dem
Sekundarantikorper: Zweimaliges Waschen fir 10 minPBS/NS, sowie ein zweimaliges
Waschen in PBS, einmal fir 5 min und einmal fumdi@. Um die Bindung des sekundaren
Antikorpers zu verstarken, wurden die Deckglaschiégn 15 min in PBS mit 2,5 %

Formaldehyd inkubiert und danach dreimal fir 10 miRBS gewaschen.
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Fur die Inkubation mit dem sekundaren Antikdrperdreun die Deckglaschen wiederum auf
Parafilm in einer neu angelegten Feuchtekammer edegly mit 80 pl sekundarer
Antikorperlésung (goat-anti-mouse AlexaFluor 4B81:400 in PBS mit 1 % NS)
uberschichtet und fur 1 h im Dunkeln bei RT inkubiénschlie3end wurden die Proben
viermal fur 10 min im Dunkeln in PBS gewaschen. &b®Rend wurden die Deckglaschen
mit der Zellseite auf Objekttrager mit ;8 VECTASHIELD mounting mediumyersetzt mit
DAPI zur Gegenfarbung der Zellkerne, gelegt und+&PC im Dunkeln gelagert. Vor der
Auswertung der Praparate erfolgte eine Versiegetlergeckglaschen auf den Objekttragern

mit Nagellack.

3.2.5 Auswertung deryH2AX-Foci und statistische Methoden

Zur Bestimmung der individuellen DSB-Reparaturkaggazer Kinder wurde das ex vivo-
Reparaturvermoégen der Lymphozyten Uber die Abnald®e Anzahl deryH2AX-Foci,
welche ein Mal? fur die Anzahl der DSB sind, besttmm

Die Auswertung der Praparate erfolgte manuell natdFluoreszenz-Mikroskop Nikon
Eclipse E600 (Dusseldorf) unter hundertfacher \f#grung eines Immersionsobjektivs.
Ausgezahlt wurden mindestens 80 Zellkerne und nsiteths 40 Foci pro Deckglas.

Wurde das Reparaturvermogen eines Kindes mehrfestimimt, so stellen die angegebenen
Werte die Mittelwerte aller Experimente bei dieskimd dar, im Ergebnisteil dieser Arbeit
sind hier die Standardabweichungen des Mittelwasgt$-ehlerbalken dargestellt.

Zur Analyse und zum Vergleich der Ergebnisse vomdis und Kontrollgruppe wurden der
statistische Mittelwert der Ergebnisse der Kongmippe und bei jedem Kind die
Standardabweichung des Mittelwerts zu jedem Zekpwer Untersuchung (0,5/2,5/5/8 h
nach Bestrahlung) berechnet. Diese Standardabwejctdiente als Referenzwert zur
Entscheidung, ob ein Kind aus der Tumorgruppe airféallend hohe Zahl apH2AX-Foci
aufwies. Lag die Focizahl eines Tumorkindes zu rainder Zeitpunkte Uber der
Standardabweichung der Kontrollgruppe, so galt dissauffalliger Wert. Waren mehr als
drei Werte eines Patienten auffallig, so zahlteseeKind zur Gruppe von Kindern mit
auffallig hohen Focizahlen.

Zur Untersuchung, ob zwischen Tumor- und Kontroljgre statistisch signifikante
Unterschiede bestehen, wurde der Mann-Whitney-U-Testels SPSS-Software (SPSS,
Chicago, USA) auf die Daten angewendet. Als statist signifikant wurde ein g 0,05
betrachtet. Bei der Verwendung von Boxplots entdpea die Boxgrenzen dem oberen (75

%) und unteren (25 %) Quartil der Werte, der MedianLinie im Zentrum der Box.
38



3.3 Erfassung der strahleninduzierten Normalgewebskizitat bei thera-
peutisch bestrahlten Kindern mittels der RTOG/EORTC-Kriterien

Unter Berucksichtigung der Kriterien der RTOG/EORWairde bei den Kindern dieser
Studie, die eine Radiotherapie erhalten hatten, dmaximale strahleninduzierte
Normalgewebstoxizitat ermittelt.

Eine Arbeitsgruppe der RTOG/EORTC entwickelte Midex 80er Jahre eine Einteilung fur
Frih- und Spatreaktionen nach Strahlentherapie.

Die hier verwendeten Schemata fur Frih- und Sgggfohach Strahlentherapie stammen aus
dem Dokumentationsprotokoll der RiSK-Studie unteitiing von Prof. Dr. med. Willich
(Klinik und Poliklinik fur Strahlentherapie des Weirsitatsklinikums Minster). Das Protokoll
folgt den RTOG/EORTC-Kriterien, die Labor- und Ftinksparameter wurden jedoch an
padiatrische Normwerte angepasst.

Mittels dieser Einteilung kodnnen akute, das bedeubess zum 90. Tag nach
Bestrahlungsbeginn, sowie chronische Strahlenfolgaparat fir alle wesentlichen
Organsysteme quantifiziert werden. Fir Frih- undat&fekte werden jeweils funf
Schweregrade, von 0 = kein Effekt bis 4 = lebenstidither Zustand, durch die
Nebenwirkungen definiert (Tab. 1).

Akute Nebenwirkungen der Studienpatienten wurderr dé«tendokumentation der
wochentlichen Untersuchungen wahrend der Bestrghlund der zwei Monate nach
Abschluss der Strahlentherapie stattgefundenen éagbuntersuchung entnommen. Traten
chronische Nebenwirkungen auf, so wurden sie in detersuchungsdokumentationen bei
Beschwerden und bei den jahrlich nach Radistaitfindenden Nachsorgeuntersuchungen
erfasst. Operationen im Bestrahlungsgebiet und Ghemapien wurden miterfasst.

Fur die abschlieBende Bewertung eines Patientedender hdchste in einem Parameter nach
den RTOG/EORTC—Kriterien aufgetretene Grad innérhaés gesamten Beobachtungs-

zeitraums herangezogen.
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Grad |Allgemeine Beschreibung
der Nebenwirkungen

Beispiel Lunge

0 keine

normal; p@> 85, pCQ < 40

1 gering

keine oder geringe Symptome (trockener Reizhusten);

geringe radiologische Zeichen (geringe
Belastungsdyspnoe), p(r1-85, pCQ: 41-50

2 mafig

mafig symptomatische Lungenfibrose oder Pneumo
(massiver Husten); geringes Fieber; radiologisebkige
Verénderungen (maRige Belastungsdyspnoe)

pO,: 61-70, pCQ: 51-60

nitis

3 stark

ausgepragte symptomatische Lungenfibrose oder
Pneumonitis; radiologisch dichte Verdnderungernksta
Ruhedyspnoe)

pO.: 51-60, pCQ: 61-70 (intensive medikamentdse
Therapie)

4 lebensbedrohlich

massive respiratorische Insuffizienz; permanente O
Gabe und kontrollierte Beatmung notig p060; pCQ

> 70 (intensivmedizinische Massnahmen)

Tab. 1: Einteilung chronischer Strahlenfolgen bei Kndern (RTOG/EORTC) am Beispiel der Lunge
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4. Ergebnisse

4.1 Probanden

Insgesamt wurden 47 Kinder in die Pilotstudie anoéyemen, darunter 23 Kinder mit
malignen Tumorerkrankungen und 24 gesunde Kindeder Mehrzahl der Félle gelang es
Patienten fur die Studie zu gewinnen, die entweneh keine DNA-schadigende Chemo-
oder Radiotherapie erhalten hatten oder bei derdches Therapien mehrere Monate
zurticklagen. Bei funf Kindern mit Krebserkrankuranhkten, bei Auffalligkeiten in der ersten
Auswertung, Zweifachbestimmungen durchgefiuhrt werddTB, HNEE, LTJE, SSCL und
WLLA.

Die Patientendaten dieser Arbeit wurden aus denerAkder Kinderklinik, bei
radiotherapierten Kindern auch aus den Akten deniKIfiir Strahlentherapie, bis zum
Abschluss der Laboruntersuchungen im Mai 2008 erholDie Charakteristika der 23
krebskranken Kinder sind in Tabelle 3 zusammengefas

In die Tumorgruppe wurden fast alle Arten soliderdkcher Tumoren eingeschlossen, trotz
der kleinen Patientenzahl zeigt sich hier einetiketgipische Verteilung der Haufigkeiten der
soliden Tumorarten im Kindesalter (Tab. 2). Zu e ist, dass Patienten mit Leukamien
ausgeschlossen wurden, da proliferierende Lympbtdriadie Ergebnisse maoglicherweise
verfalscht hétten. Die meisten Patienten waren iaene Hirntumor erkrankt, sechs an
nichtembryonalen Hirntumoren, drei weitere an einbtadulloblastom. In absteigender
Haufigkeit folgten Weichteil- oder Knochensarkomambryonale Tumoren und andere
Malignome.

Das Kind HNEE mit einem Verdacht auf ein Beckwithedemann-Syndrom erkrankte an
vier Malignomen: einem Nebennierenrindenkarzinormem®m Rhabdomyosarkom, einem

Nephroblastom und einem nicht mehr diagnostizievienttumor im Abdomen.
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TUMORART ANZAHL PATIENTEN
EMBRYONALE TUMOREN 7

Medulloblastom 3 LNEY, STFO, VTEE
Nephroblastom 2 HNEE, MRCE
Neuroblastom 2 HNLS, WLLA
SARKOME 7

Chondrosarkom 1 BHJA
Desmoplastischer Rundzelltumor 1 LTJIE
Klarzellsarkom 1 TDJY
Osteosarkom 2 KZBA ,YASR
Rhabdomyosarkom 1 HNEE
Synovialsarkom 1 CRDL
HIRNTUMOREN 6

Astrozytom 4 KNNA,NSNE, SAAO, SSCL
Glioblastoma multiforme 1 AITB
Ponsgliom 1 MRSA
ANDERE 5

Juveniler Granulosazelltumor 1 KKKA
Malignes Teratom 1 SRKN
Morbus Hodgkin 2 AAEA, PNSH
Nebennierenrindenkarzinom 1 HNEE

Tab. 2: Tumorarten des Patientenkollektivs

Von den 47 untersuchten Kindern gehdrten 24 denrgie Kindern der Kontrollgruppe an.
Hiervon waren 14 Kinder maéannlichen und 10 Kinderiblehen Geschlechts, die
Geschlechtsverteilung betrugm : w =1,4.

Zur Tumorgruppe gehorten 23 Kinder, 9 Jungen un#lddchen, die Geschlechtsverteilung
lag beim : w =0,64.

Das mittlere Alter aller Tumorpatienten zum Zeitpuder Untersuchung betrug 10,5 Jahre,
ohne die 21jahrige Patientin KZBA 9,9 Jahre, daskamtrollgruppe 9,7 Jahre.

Das durchschnittliche Alter der tumorkranken Kindesi Diagnosestellung war 7,8 Jahre
(Minimum 1 Jahr und 10 Monate, Maximum 17 Jahre Gridonate). Ausgenommen davon
ist die Probe KZBA, hierbei handelt es sich um Aa#treten eines kindlichen Tumors im
Alter von 21 Jahren und 4 Monaten.
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Von den 23 Tumorpatienten verstarben drei im Unt#angszeitraum:

LNEY starb 12 Monate nach Erstdiagnose eines Mellastoms und Feststellung einer
Fanconi-Andmie im Alter von 5 Jahren und 2 Monaten einer Nekrose des gesamten
Myelons ungeklarter Ursache; zu vermuten bleibt bise Spatfolge der ZNS-schadigenden
Radio- und Chemotherapie.

Im Alter von sechs Jahren starb HNEE am Progresssenicht mehr diagnostizierten

Vierttumors im Unterbauch, drei Jahre nach der Baagstellung des Ersttumors.

Vierzehn Monate nach Diagnose eines anaplastisétsttozytoms verstarb NSNE mit 8

Jahren und 3 Monaten an Tumorprogress und demslegaultierenden erhéhten Hirndruck.
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AAEA

AITB

BHJA

CRDL

HNEE

HNLS

KKKA

KNNA

KZBA

LTJE

LNEY

MRSA
MRCE
NSNE

Geschlecht

=

Alter bei

Tumorart

Diagnose (J.)

13

w 1w N o

16
12
21

I

Morbus Hodgkin

Glioblastom

Chondrosarkom

Synovialsarkom
NNR-Karzinom
Rhabdomyosarkom
Nephroblastom
Neuroblastom

Granulosazelltumor
Astrozytom
Osteosarkom

desmoplastischer
Rundzelltumor

Medulloblastom
Ponsgliom

Nephroblastom
Astrozytom

Tumorpradisposition DNA-schadigende
Chemotherapeutika
CPM, DOX, PCB,
VP-16
Turcot-Syndrom, CCNU, TMZ
homozygote
PMS2 Mutation
DACT, DOX, IDA,
IFO, TFF, VP-16
DACT, DOX, IFO
multiple Malignome DOX, IFO
Beckwith-
Wiedemann-Syndrom'
CDDP, DOX,
DTIC, IFO, VP-16
CDDP, IFO, VP-16
CDDP, DOX, IFO,
MTX, VP-16
CBDCA, CPM,
IDA, TFF,
TOPO, VP-16
CPM, MTX
(intrathekal)

Fanconi-Anamie,
Subtyp FA-N,
PALB2Mutation

DACT, DOX
CCNU, CDDP,
IFO, MTX, VP-16
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chemoinduzierte
Nebenwirkungen

Fibin Aplasie

Strahlentherapie strahlenindzierte

(Gy)

59.4 (1 x 1.8/d)

50.4 (1 x 1.8/d)
44Bx 1.6/d)

36.0 (1 x 1,8/d)
15.0 (1 x 1.5/d)

56.8 1.8/d)

verlangerte Aplasie 54.0 (1 x 1.8/d)

mit Sepsis Grad 4
Nekrose des RM

54.0 (1 x 1.8/d)

59.4 (1 .8/t])

Nebenwirkugen

Grad 2 (Haut)

Grad O

Grad 0
Grad 3 (Lunge)
Strahlen-
pneumonitis

Grad 1 (Haut)

reg@d 1 (Haut)

Grad 2 (Haut)

abnorme
DSB-Reparatur

leicht auffallig

auffallig

auffallig



PNSH

SAAO
STFO

SRKN

SSCL

TDJY

VTEE

WLLA

YASR

w 17
m 6
m 9
w 16
w 2
w 4
m 1
m 2
m 12

Morbus Hodgkin

Astrozytom
Medulloblastom

malignes Teratom
Astrozytom

Klarzellsarkom

Medulloblastom

Neuroblastom

Osteosarkom

Tab. 3: Charakteristika der TuKi

Abkirzungen: J.=Jahre; d=day m=mannlich; w=weiblichy CPM=Cyclophosphamid; DOX=Doxorubizin; PCB=Procarbazin; VP-16=Etoposid; CCNU=Lomustin;
TMZ=Temozolomid; DACT=Actinomycin; IDA=Idarubizin;

BLM, DOX, DTIC, IFO, Vincristin-assoziierte

PCB, VP-16 Neuropathie
CPM, CBDCA, verlangeNd X-
MTX (intrathekal le@rance
+1i.v.), VP-16
CBDCA, CDDP,

IFO, CPM, VP-16

CBDCA, CDDP, CPM Carboplatin-Allergie
Grad 2-3
IFO, VP-16
CBDCA, CPM

CBDCA, CPM,
MTX (intrathekal)
CBDCA, CDDP,
CPM, DOX, L-PAM
TOPO, VP-16
CDDP, DOX, IDA,
IFO, MTX, TFF,

Fieber in Aplasie

Nierenfunktions-
beeichtigung

30.6 (1 x 1.8/d)

60.0 +40.0 + 45.0
(2 x 1.0/d)

3qDx 1.5/d)

30.4 (1 x 1.8/d)
36.0+30.6 (1x
1.8/d)

15.0 (1 x 1.5/d)
(ganze Lunge)
30.4 (1 x 1)/

TB(1 x 1.8/d)

15.0 (1 x 1.5/d)
(ganze Lunge)

Grad 0

Grad 1 (Haut,
Schleimhaut,
GI-Trakt)

Grad 0
Grad 2 (GI-Ttak

Grad 0
Grad O

Grad 0

Grad 0

Grad 2 (Lunge)

IFO=Ifosfamid; TFF=Trofosfamid; CDDP=Cisplatin; DTI C=Dacarbazin; CBDCA=Carboplatin;
BLM=Bleomycin; MTX=Methotrexat; L-PAM=Melphalan; TO PO=Topotecan; Gl=gastrointestinal; Rot hinterlegt:in der Auswertung auffallige TuKi.
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4.2 Untersuchung der DNA-Doppelstrang-Reparaturkapaitat mittels

v-H2AX-Immunfluoreszenz

Abbildung 7 zeigt die DAPI-gefarbten Lymphozytenker mit yH2AX-Foci unter dem
5h 8 h

Abb. 7: yH2AX-Foci in kindlichen Lymphozyten nach Bestrahlurg mit 1 und 2 Gy nach 0,5 h, 2,5h,5h
und 8 h, Grundfarbung DAPI

Fluoreszenzmikroskop.

0,5h 25h

4.2.1 Statistische Auswertung

Die Focizahlen pro Lymphozyt lagen nach 0,5 h urkl I2 Reparaturzeit in Tumor- und
Kontrollgruppe in jeweils ahnlichen Bereichen. Dmfittelwert der TuKi 0,5 h nach
Bestrahlung mit 1 Gy lag bei 9.6 £ 0.09 (x Standleimter (SE)), der Mittelwert der
Kontrollkinder (KoKi) bei 9.4 £ 0.08 (= SE) Foci@Zelle. Nach 2 Gy-Bestrahlung lagen die
Werte nach 0,5 h bei 16.8 £ 0.22 (TuKi) und 17.1& %9 (KoKi) (siehe Abb. 8).

Signifikante Erh6hungen der Focizahlen im Sinnesientefizienten DSB-Reparatur konnten
erst bei langeren Reparaturzeiten wie 5 und 8 Bhgaswerden.
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Die mittlere Focizahl pro Zelle aller TuKi lag naBrh Reparaturzeit signifikant hher (1 Gy:
22+0.1;2Gy:3.8+0.2 (x SE)), als der Mitert der Kontrollgruppe nach 8 h (1 Gy: 1.8
+0.1, p<0.017; 2 Gy: 2.8 £ 0.2,$0.001) (Abb. 8).

Diese Werte blieben bei 2 Gy-Bestrahlung nach & dar Tumorgruppe sogar signifikant
hoher als in der Kontrollgruppe, wenn man vier Kanahit den aufféllig hohen Focizahlen
(AITB, HNEE, LNEY und SSCL), wie in den Abbildunge® und 9 zu sehen, bei der
Auswertung nicht beriicksichtigte €00,003).

1 Gy 2Gy
EKoKi (23) B KoKi (19)
12 4 B TuKi (22) alle 20 1 W TUKi (22) alle y
@ TuKi (19) ohne Auffélige 18 1 ETuKi (18) ohne Auffallige
10 1 - . 16 E auffallige TuKi (4)
B auffallige TuKi (3) 14 1
8 -
2 124
(]
6 - IC\DI 10 ~
2 S 8-
N 4 - ‘S
o 2 61
o -
'(__) 2 H 4
£ 2
0 - 0
0,5 25 5 8 0,5 25 5 8
Reparaturzeit (h) Reparaturzeit (h)

Abb. 8: Vergleich der Mittelwerte von Kontrollgrupp e, Tumorgruppe und auffalligen TuKi bei 1 Gy und
2 Gy, die Fehlerbalken entsprechen dem SE
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Abb. 9: Vergleich der Mittelwerte von Tumorgruppe, auffélligen Kindern der Tumorgruppe und
Kontrollgruppe nach Bestrahlung mit 1 und 2 Gy nach8 h Reparaturzeit

Darlber hinaus wurde die durchschnittliche spontBaée anyH2AX-Foci, die yH2AX-
Hintergrundfluoreszenz, durch die Auswertung uniagdter Proben ermittelt. Sie lag bei der
Tumorgruppe im Mittel signifikant hoher als bei dgesunden Kindern (0.095 + 0.014 vs.
0.053 + 0.005 (+ SE); £ 0.0016) (Abb. 10).

Die spontane Rate gil2AX-Foci blieb bei den TuKi weiterhin signifikahtbher (p< 0,003),

wenn die vier TuKi mit auffallig hohen Focizahlensader Berechnung eliminiert wurden
(Abb. 11).

48



20
0,257 o
11

0,20

0,157

Foci pro Zelle

E

.
1 B T

0,00

T
Kontrollgruppe Tumorgruppe (gesant)

Gruppe

Abb. 10: Vergleich der Mittelwerte der unbestrahlten Proben von Kontroll- und Tumorgruppe
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Tumorgruppe (Aufféllige) Kontrollgruppe Tumorgruppe (ohne Aufféllige)
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Abb. 11: Vergleich der Mittelwerte der unbestrahlten Proben von Kontrollgruppe, Tumorgruppe ohne
auffallige Kinder und auffallige Kinder der Tumorgr uppe
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Die Focizahlen der unbestrahlten Proben wurdenjdmEm Kind von den Focizahlen der
bestrahlten Proben abgezogen, um die Hintergruaddattg zu eliminieren und die
tatsachliche DSB-Reparaturfahigkeit pro Zeiteinkzaitnessen.

Als Kriterium auffallig hoher Focizahlen eines Kaglgalt, an drei von vier Zeitpunkten nach
der Bestrahlung, also dem 5- und 8-h-Punkt bei d 2nGy, mit der Focizahl Uber dem
Mittelwert plus der Standardabweichung der Kongnolppe zu liegen (Uber den Rechtecken
in den Abbildungen 12 und 13).

Kein Kind der Kontrollgruppe zeigte auffallige Feahlen im Sinne einer mangelhaften
DSB-Reparaturfahigkeit.

In der Tumorgruppe fanden sich jedoch vier Kindet soliden Tumoren (AITB, HNEE,
LNEY und SSCL; farbig hinterlegt in Tab. 3), digsifikant erhéhte Focizahlen nach 5 und 8
h aufwiesen (Abb. 8, 12 und 13). Im Mittel zeigttiese auffalligen Kinder nach 8 h (1 Gy:
3.0+ 0.3; 2 Gy: 4.8 £ 0.5 (x SE)) um ein oder zWweri erhbhte Werte im Vergleich zum
mittleren Wert der Kontrollgruppe nach 8 h (1 Gy8 % 0.1, p< 0.008; 2 Gy: 2.8 £ 0,2, (=
SE) p< 0.013). In dieser Betrachtungsweise stellte sah Signifikanzniveau nach 5 h mit p
< 0.026 nach 1 Gy Bestrahlung ung p.002 nach 2 Gy dar.

In den Abbildungen 12 und 13 sind die Werte dieser Kinder in bunten Balken gehalten.
Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung d@nder, bei denen eine
Zweifachbestimmung maoglich war. Von LNEY existiesegen nur gering vorhandener
Blutmenge bei der Untersuchung fur die Studie, lalirfdender Radiotherapie und baldigem
Tod des Kindes nur der eindeutig auffallige 2Gy5BrW\W(Abb. 13). In Zusammenschau der
weiteren Eigenschaften des Kindes, wie in 4.3 bésohn, konnten wir es jedoch zu den

auffalligen Kindern hinzurechnen.
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Abb. 12: Vergleich des Mittelwerts plus Standardabwichung der Focizahlen der KoKi (Rechteck) mit
den Einzelwerten der TuKi nach Bestrahlung mit 1 Gy
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Abb. 13: Vergleich des Mittelwerts der Focizahlen lus Standardabweichung der KoKi (Rechteck) mit
den Einzelwerten der TuKi nach Bestrahlung mit 2 Gy
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4.3 Auffallige Patienten

In den folgenden Abschnitten werden die vier aliféh Kinder der Tumorgruppe (Abb. 12
und 13) genauer beschrieben, da der klinische Metad die individuellen Eigenschaften

jedes dieser Kinder mit seiner schlechteren DSBaR&prfahigkeit korreliert.

Der Patient AITB war zum Untersuchungszeitpunkt eeun Jahre alter Junge, bei dem
bereits vor der Diagnose des Glioblastoms eineavitgei des Turcot-Syndroms, verursacht
durch eine homozygote Mutation im DNA-MMR-Gen PM&Xon 11:c.1768delA) bekannt
war. Zwei Geschwister des Kindes, die die gleichmbzygote PMS2-Mutation aufwiesen,
waren bereits an einem Glioblastom verstorben @Bbling S et al. 2008). Als Folge seiner
Strahlentherapie litt AITB lediglich unter modemateHautreaktionen, nicht unter
schwerwiegenderen Radiotoxizitaten des Normalgesveld@b. 4). Diese weniger hohe
klinische Strahlenempfindlichkeit korreliert gut trgeinen, im Vergleich zu den anderen

auffalligen Kindern, geringer erhéhten Focizahlen.

HNEE war ein - als zweieiiger Zwilling - nach intna-Fertilisation geborenes Méadchen, das
schon in friher Kindheit multiple Malignome entwitk hatte: mit zwei Jahren ein
Nebennierenrindenkarzinom, mit drei Jahren ein Rbatyosarkom und mit finf Jahren ein
pulmonal metastasiertes Nephroblastom, sowie kdezespater ein histologisch nicht mehr
abgeklarter Tumor im unteren Abdomen. Aufgrund eliesngewohnlichen Konstellation
vermutete man ein Tumorpradispositionssyndrom béiEH. Eine humangenetische
Untersuchung auf das Li-Fraumeni-Syndrom, einesaunal-dominant vererbte Erkrankung,
die mit multiplen Malignomen im frihen Kindesaltezinhergeht, verursacht durch
Keimbahnmutationen im Tumorsuppressorgen p53, bbébe pathologischen Befund.
Aufgrund des Phéanotyps des Kindes, einhergehend emier Makroglossie, wurde
anschlieBend auf das Beckwith-Wiedemann-Syndronestgdt Hierbei konnte keine der
bekannten genetischen Ursachen fur dieses Syndetumden werden. Das Madchen erhielt
wegen den Lungenmetastasen des Nephroblastoms @armezlungenbestrahlung von
insgesamt 15 Gy. Die Patientin entwickelte zwei Btenspater eine schwere radiogene
Pneumonitis, welche mit Glukokortikoiden und Sat@fgabe behandelt werden musste. Das
Kind starb im Alter von funf Jahren an einem hisgggch nicht mehr untersuchten Tumor im

unteren Abdomen.
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Die Patientin LNEY erkrankte im Alter von vier Jahr an einem desmoplastischen
Medulloblastom. Wegen aufélliger Dymorphiezeicheie WMikrozephalie, Mikrophthalmie,
geringem Augenabstand, Mikrognathie und Wachsturaégerung vermutete man im
Verlauf das Vorliegen einer Fanconi-Anamie. Im Rehndes ersten Chemotherapiezyklus
mit systemischer Gabe von Cyclophosphamid trat ger&ingerte Aplasie mit septischem
Verlauf auf. Wegen dieser schwerwiegenden Ubern@akind dem Verdacht der Fanconi-
Anamie wurde das Therapieprotokoll modifiziert: ketrexat wurde zunachst intrathekal
appliziert, spater lumbal wegen einer Schwellung Mirngewebe um den Rickham-Katheter.
Radiotherapeutisch erfolgte ausschlief3lich eingsdeduzierte Bestrahlung des Tumorbetts in
der Fossa posterior. Auf die simultane Bestrahldegkraniospinalen Achse wurde wegen
maoglicher knochenmarkstoxischer Nebenwirkungen Benconi-Anamie verzichtet. Drei
Monate nach Ende der Radiotherapie entwickelte LNE&Wfe akute Paraparese ohne
Meningismus oder Fieber. Liquor- und Blutuntersud®n ergaben keinen pathologischen
Befund, die Bildgebung mittels Computertomographied Magnetresonanztomographie
zeigte jedoch eine akute Nekrose des Rlckenmarkse dadpinale oder meningeale
Tumordissemination. Trotz intensivtherapeutischealBWahmen folgte ein Progress der
neurologischen Symptome bis zur schlaffen Quadegeaund das Kind starb zwei Tage nach
Beginn der neurologischen Symptome an respirategisdParalyse. DNA-Analysen im
Rahmen humangenetischer Untersuchungen ergabebNieY eine biallele Mutation im
PALB2-Gen (2393 _2394insCT; 3350+44G), was einen neuen Subtyp, FA-N, der Fanconi-
Anamie darstellte und bereits verdoffentlicht wu(Beid S et al. 2007).

Das Madchen SSCL war zum Zeitpunkt der Diagnodastgl eines pilozytischen
Astrozytoms zwei Jahre alt. Wegen schwerwiegendeuratogischer Befunde mit
armbetonter Ataxie und Hemiparese links verzichtetan auf eine ausgedehnte
neurochirurgische Therapie. Die Patientin entwigkeingewohnlich frih eine ausgepragte
allergische Reaktion dritten Grades auf Carboplatih schwerem Bronchospasmus und
Urtikaria. Wegen des Auftretens dieser Hyperserngitsreaktion erhielt die Patientin eine
alternative Konsolidierungstherapie und aufgrunds délters keine Radiotherapie.
Demzufolge konnten bei SSCL keine strahleninduzreiflormalgewebstoxizitaten ermittelt

werden.
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4.4 Korrelation der strahleninduzierten Normalgewelstoxizitat mit der

individuellen DNA-Doppelstrangbruch-Reparaturkapazitat

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die strahlenimbrte Normalgewebstoxizitat der
radiotherapierten Kinder anhand der Krankenakten Kiaderklinik und der Klinik far
Strahlentherapie unter Bertcksichtigung der Kitieriler RTOG/EORTC ermittelt.

Von den 23 Kindern mit Krebserkrankung wurden 13 VWarlauf ihrer Therapie mit
kurativem Ansatz bestrahlt (Tab. 4). Im Rahmenmtenaren Tumortherapie wurden zwolf
Kinder bestrahlt, hiervon wurde ein Kind (WLLA) emal und ein Kind viermal (TDJY) im
Rahmen von Rezidivbehandlungen nochmals radiotleetapEin Kind (LTJE) wurde
erstmals im Rahmen einer Rezidivtherapie bestrahlt.

Neben der Radiotherapie wurde bei zwoélf Patienteme eChemotherapie mit DNA-
schadigenden Agenzien durchgefiihrt, eine Patie@MRSA) erhielt lediglich simultan
Nimotuzumab. Sieben Patienten erhielten vor, wahrand nach der Bestrahlung eine
Chemotherapie (BHJA, HNEE, LTJE, NSNE, YASR, STHD,JY).

Ein Patient (AITB) bekam wahrend und nach, ein drait{\WWLLA) vor und wahrend der
Radiatio eine Chemotherapie. Bei drei PatientenQCRLNEY, PNSH) wurde vor der
Bestrahlung eine Chemotherapie durchgefuhrt.
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ID

1 AITB

2 BHJA
3 CRDL
4 HNEE
5 LTJIE

6 LNEY
7 MRSA
8 NSNE
9 PNSH
10 STFO
11 TDJY
12 WLLA
13 YASR

Tumorpréadisposition

Turcot-Syndrom,
homozygote
PMS2 Mutation

multiple Malignome
V.a. Beckwith-
Wiedemann-Syndrom

Fanconi-Anamie,
Subtyp FA-N,
PALB2Mutation

Tumorart

Glioblastom

Chondrosarkom
Synovialsarkom
NNR-Karzinom
Rhabdomyosarkor
Nephroblastom
desmoplastischer
Rundzelltumor

Dosis

(Gy)
59.4 (1 x 1.8/d)

50.4 (1 x 1.8/d)

44.8 (1 x 1.6/d)
15.0 (1 x 1.5/d)

55.8 (1x 1.8/d)

Medulloblastom 54.0 (1 x 1.8/d)

Ponsgliom
Astrozytom
Morbus Hodgkin

Medulloblastom

Klarzellsarkom

Neuroblastom

Osteosarkom

54.0 (1 x 1.8/d)
59.4 (1 x 1.8/d)
30.6 (1 x 1.8/d)

Strahlenfeld

Teilhirn:
Zentralregion
links
BWK 10-12
Obersudted links latero-proximal
ganze Lunge (Filiae)

repatsavertebral

hintere Schadelgrube

erweitertenfarregion,

Thalamusdseits

beidseiervikal, supra-
klavikular, mediastinal,
hilar rechts

60.0 + 40.0 + 45.0 hietBchadelgrube

(2 x 1.0/d)
30.0 (1 x 1.5/d)
30.4 (1 x 1.8/d)

und kraniospinale Achse
Bereidherector trunci
Hohe SWK1/SWK2

36.0+30.6 (1x 1.8/dyeilhirn

15.0 (1 x 1.5/d)
30.4 (1 x 1.6/d)
36.0 (1 x 1.8/d)

15.0 (1 x 1.5/d)

Tab. 4: Strahlentherapie und Normalgewebstoxizitate der Tumorgruppe

ganze Lunge
Acetabulum links
interamkaval

ganze leufigliae)
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Toxizitat nach
RTOG/EORTC
Grad 2 (Haut)

Grad 0
Grad 0
Grad 3 (Lunge)

Grad 1 (Haut)

Grad 4 ?

Grad 1 (Haut)
Grad 2 (Haut)
Grad 0

Grad 1 (Haut, Schleim-
haut, GI-Trakt)
Grad 0
Grad 2 (GI-Trakt)
Grad 0
Grad 0
Grad 0
Grad 0

Grad 2 (Lunge)

abnorme
DSB-Reparatur
leicht auffallig

auffallig

auffallig



Die Ermittlung von Friih- und Spétfolgen der Straltierapie erfolgte strukturiert anhand der
Protokolle der RiSK-Studie.

Von 13 strahlentherapierten Kindern erlitten drelvgerere Radiotoxizitaten ab Grad |ll,
vorwiegend betreffend den Allgemeinzustand, die tHamd Schleimhaut, die Lunge, den

Gastrointestinaltrakt und das zentrale Nervensy$ieah. 5).

Grad | Patientenzahl | 1D

0 3 BHJA, CRDL, WLLA

I 4 LTJE, MRSA, PNSH, STFO
Il 3 AITB, NSNE, TDJY

[l 2 YASR, HNEE

v 1 LNEY

Tab. 5: Radiotoxizitat der strahlentherapierten Kinder (akute und chronische
Nebenwirkungen nach RTOG/EORTC), rot: Kinder mit auffalliger DSB-Reparatur

Von den vier Kindern, die im Rahmen dieser Studig¢ emner eingeschrankten DSB-
Reparaturfahigkeit auffallig wurden, erhielten de@e Strahlentherapie. Ein Kind mit leicht
auffalliger DSB-Reparaturkapazitat (AITB) erlitt oherate Nebenwirkungen (Grad 1) an der
Haut im Bestrahlungsfeld. Das Kind wurde wegen ®i@dioblastoms links prazentral mit
59,4 Gy Gesamtdosis bestrahlt und erhielt simulf@mozolomid, anschlielend eine
Konsolidierungstherapie in Anlehnung an das HIT-GBMProtokoll
(Therapieoptimierungsstudie fur maligne Gliome) m@modalblocken in Kombination mit
wochentlicher Vincristin-Gabe.

Zwei von drei strahlentherapierten Kindern mit diefinter DSB-Reparatur in unserer
Untersuchung entwickelten hochgradige Normalgevesimmtaten nach der radio- und
chemotherapeutischen Behandlung. HNEE entwickeite éebensbedrohliche radiogene
Grad llI-Pneumonitis nach Bestrahlung von Nephrstblmmetastasen der Lunge mit einer
Gesamtdosis von 15 Gy. Das Kind LNEY starb an eiNekrose des Rickenmarks,
dreieinhalb Monate nach Ende einer Radiatio dertelem Schadelgrube bei
desmoblastischem Medulloblastom. Auf die sonstciileli Bestrahlung der kraniospinalen
Achse bei diesem Krankheitsbild war wegen der Fan&oamie des Kindes verzichtet

worden, jedoch kdnnte die vaskulare Versorgung S distal des Bestrahlungsfeldes in
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Mitleidenschaft gezogen worden sein und dies kgnimeZusammenschau mit der zuvor
erfolgten intrathekalen Chemotherapie, zu diesémweoviegenden Therapiefolge gefuhrt
haben.

Zusammengefasst zeigte ein Kind mit etwas auf@liDSB-Reparatur moderate Normal-
gewebstoxizitaten und zwei von drei Kindern mitidehter DSB-Reparatur entwickelten

schwerwiegende Nebenwirkungen nach Behandlung M#&-Bchadigenden Therapeutika.
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5. Diskussion

5.1 Bedeutung der eingeschrankten DNA-Doppelstrangbch-Reparatur-
fahigkeit fir die Strahlentoxizitat im Kindesalter

Die gro3en Fortschritte der multimodalen Therapizlepte in der padiatrischen Onkologie
fuhrten in den letzten Jahren zu verbesserten etbemschancen der betroffenen Kinder. Da
mit der Bekdmpfung von Tumorgewebe gleichzeitig @efahr der Schéadigung von
Normalgewebe und sich den daraus ergebenden Kaatiplilen besteht, gibt es jedoch auch
wachsende Bedenken gegen die Ausweitung dieser lemerp oft DNA-schadigenden
Therapiestrategien.

In der vorliegenden Arbeit wurden im Rahmen ein@tstudie Kinder mittels der etablierten
yH2AX-Immunfluoreszenzmethode untersucht, um Pagientit einer auffalligen DSB-
Reparatur als entscheidendem Faktor flr hochgrddiigmalgewebstoxizitaten zu ermitteln.
Die individuelle DSB-Reparaturfahigkeit von Kindemmit verschiedenen, vorwiegend
soliden, Malignomen wurde ermittelt und mit eineu@e gesunder Kinder zur Kontrolle
verglichen. Alle Kinder der Kontrollgruppe zeigteine kompetente DNA-DSB-Reparatur,
die Focizahlen nach Bestrahlung mit 1 und 2 Gyblelireunauffallig. Drei von 23 Kindern der
Tumorgruppe jedoch boten eine eindeutig beeintigteht DSB-Reparaturkapazitat mit
erhohten Focizahlen nach 5 und 8 h Reparaturzeilw@ise konnten bei diesen auffalligen
Kindern genetisch bedingte Erkrankungen nachgewieserden. Weiterhin fiel bei der
Korrelation der individuellen Reparaturfahigkeitrdeadiotherapierten Kinder mit ihren
Normalgewebstoxizitaten auf, dass keines der régp&@mpetenten Kinder eine Toxizitat
Uber Grad Il gezeigt hatte. Dagegen erlitten zvezirdparaturdefizienten Kinder unerwartet
schwere Nebenwirkungen nach Radio- und Chemotleerdpine Patientin bekam eine
lebensbedrohliche Strahlenpneumonitis (HNEE) und Kind starb an einer Nekrose des
Ruckenmarks (LNEY).

Ein weiteres Kind (AITB) zeigte eine etwas leichegmgeschrankte DSB-Reparaturfahigkeit.
Bei der Methode der manuellen Focizahlung am Mikops die in der vorliegenden Arbeit
angewandt wurde, kann digi2AX-Immunfluoreszenz-Methode jedoch auch eine nggri
fugig eingeschrankte DSB-Reparatur eines Individsiuianfdecken, dies wurde an hetero-
zygoten Mitgliedern von Familien mit AT gezeigt (B&ICE et al. 2010).

Die Daten dieser Arbeit lassen vermuten, dass der kerwendete Methode neue

Maglichkeiten bieten kann, Kinder mit hohem RisiKo schwerwiegende Normalgewebs-
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toxizitaten schon vor Beginn einer entsprechendeerdpie zu detektieren und die Therapie-

protokolle gerade im Bereich der Strahlentheraptsprechend anzupassen.

5.2 Bedeutung der eingeschrankten DNA-Doppelstrangbch-Reparatur-

fahigkeit fir die Tumorentstehung im Kindesalter

Uber die tatsachlichen Ursachen der Krebsentsteland<indern ist bislang noch wenig
bekannt. Lange Zeit wurden verschiedene Umweltexiiie noch vor der Konzeption auf die
Keimzellen der Eltern, wahrend der Schwangersdhaffitden Fetus oder postpartal auf das
Kind einwirken, als wichtige Faktoren fiir Krebs bB€ndern angesehen (Wigle DT et al.
2008). Nachgewiesen ist, dass durch Genmutatiomearsachte Fehler im Aufbau von
Proteinen, die an der Zellantwort nach DNA-Schadggmitwirken, eine wichtige Rolle bei
der individuellen Tumorpradisposition spielen (Cleet al. 2008, Kennedy RD & D Andrea
AD 2006, Li D et al. 2009, Sehl ME et al. 2009)ti®aten mit Syndromen, bei denen die
genomische Integritat durch Mutationen gestortuistl die mit vorzeitiger Alterung oder
bestimmten Malignomen einhergehen, zeigen erhéakderd von Chromosomenaberrationen
oder DSB-Akkumulationen in ihren Zellen (Ariyoshi & al. 2007, Sehl ME et al. 2009,
Sieber OM et al. 2003Daruber hinaus weisen seltene padiatrische Tumdigp@sitions-
syndrome wie die AT oder das NBS auf die esseati@ddeutung der DSB-Reparatur in der
Malignomentstehung hin (Kennedy RD & D Andrea ADOB)D Da unreparierte DSB von
allen DNA-Schaden die gravierendsten Folgen flirZgike und den Organismus haben, sind
im Rahmen der DSB-Reparatur auch viele Gene alsofsuppressorgene aktiv (D"Andrea
AD & Grompe M 2003, Li D et al. 2009, Shiloh Y 2003n der vorliegenden Pilotstudie
sollten daher mdgliche Zusammenhénge zwischenieefer DSB-Reparatur und Tumor-
erkrankung im Kindesalter gefunden werden.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten statistisghifgdtante Unterschiede zwischen Tumor-
und Kontrollgruppe in den gemittelten Focizahlercme& und 8 h Reparaturzeit. Die
Signifikanz blieb nach 8 h bei 2 Gy sogar bestelveenn man die vier Kinder mit den
auffallig hohen Focizahlen (AITB, HNEE, LNEY und S5 bei der Auswertung nicht
berticksichtigte. Dartber hinaus war die durchstiohie spontane Rate ayH2AX-Foci,
ermittelt durch die Auswertung unbestrahlter Probeei den tumorkranken Kindern
signifikant hoher als bei den gesunden Kinderns®iErgebnisse legen die Vermutung nahe,
dass Malignome im Kindesalter womdglich generelf ainer genetischen Grundlage

entstehen, durch die die DSB-Reparatur negativnbasst wird.
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Laut einer groRen epidemiologischen Studie habererlelbende kindlicher Tumoren
zeitlebens ein persistierendes und hohes RisikoZeeitmalignom zu entwickeln (Olsen JH
et al. 2009). Dieses gesteigerte Risiko friheredigtdscher Krebspatienten ist
wahrscheinlich eine Spatfolge der karzinogenen ridgeaften der applizierten Radio- und
Chemotherapie. Gleichzeitig kann bei diesen Parepdoch auch eine erhdhte genetische
Pradisposition zur Malignomentwicklung vorliegen.

Es ist unbestritten, dass die DSB-Reparaturkagaztde fundamentale Rolle bei der
Aufrechterhaltung der genomischen Integritat spieie Ergebnisse dieser Pilotstudie lassen
vermuten, dass viele krebskranke Kinder eine ledthgjeschrankte DSB-Reparaturkapazitat
haben kdnnten und so mdglicherweise aus genetiséhémden gefahrdet sind, Malignome
zu entwickeln. Weiterhin gibt es Kinder mit eingérker eingeschrankten DSB-Reparatur-
fahigkeit, von denen in der Tumorgruppe vier idigzigrt werden konnten. In zwei von vier
Fallen der DSB-reparaturdefizienten Kinder der Tugngppe konnten Genmutationen
identifiziert werden, die Regulationsfaktoren véisdener DNA-Reparaturmechanismen
betreffen und unterschiedliche, bereits bekanntaedrpradispositionssyndrome verursachen.
Bei dem Kind AITB war eine homozygote Muation desS2-Gens festgestellt worden
(Gottschling S et al. 2008). Biallele PM$Rtationen beeintrachtigen die MMR und
verursachen auf diese Weise das Turcot-Syndrom TVaet al. 2008, Sjursen W et al. 2009).
Daruber hinaus haben experimentelle Studien geziags die Reparatur von DSB in MMR-
defizienten Zellen oft beeintrachtigt ist, was Zoee etwas erhdhten Radiosensitivitat der
Zellen fuhrt (Elliott B & Jasin M 2001, Koh KH etl.a2005). Beschrieben wurden eine
Beeintrachtigung der HR (Elliott B & Jasin M 200&jer auch eine Storung des, fur diese
Studie interessanteren, NHEJ (Koh KH et al. 2005MMR-defizienten Zellen. Dies kann
die etwas erhohten Focizahlen und somit die letfiziente DSB-Reparatur des Kindes
AITB mit der biallelen PMS2-Mutation erklaren, waobgie suboptimale DSB-Reparatur
vermutlich zuséatzlich zur defizienten MMR zur genschen Instabilitat und Tumorigenese

beitragt.

Bei dem Kind LNEY konnte eine biallele Mutation PALB2-Gen festgestellt werden (Reid
S et al. 2007). PALB2-Mutationen verursachen, wegenannten Artikel berichtet, einen
neuen Subtyp der Fanconi-Anamie (FA-N) und pradiggen zur Malignomentwicklung in

der Kindheit. Weitere Forschungsarbeiten zeigess d@ms PALB2-Protein in nukledren Foci
mit BRCA1, BRCAZ2 und teilweise miH2AX nach ionisierender Bestrahlung kolokalisiert

und demzufolge in der DNA-Schadensantwort mitzuirlscheint (Bogliolo M et al. 2007,
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Xia B et al. 2006 und 2007). BRCA2 unterstitzt B®B-Reparatur zwar hauptsachlich Uber
die HR, BRCAL1 jedoch wirkt in verschiedenen DNA-Reggurwegen, auch beim NHEJ, mit
(Durant ST & Nickoloff JA 2005, Xia F et al. 2001BRCA1 und BRCAZ2 sind dartber
hinaus in der Regulation der Zellantwort beteildje auf Quervernetzungen der DNA durch
bestimmte Chemotherapeutika, wie Cyclophosphanaldjt f(Xia B et al. 2007, Wang W
2007). Patienten mit Mutationen in diesen Genenrodem Gen des BRCA2-
Bindungspartners PALB2 kbnnen dementsprechend ediffh auf Storungen der DNA-
Integritat durch Chemo- oder Strahlentherapie exagi Bei der Patientin LNEY wurde nach
der Diagnose des Subtyps FA-N der Fanconi-Aname Taerapiekonzept entsprechend
modifiziert. Neben einer intravendsen Chemotherapieh dem HIT 2000-Protokoll erfolgte
eine intrathekale Therapie mit Methotrexat. Diesgrde zunachst Uber einen Rickham-
Katheter, dann jedoch aufgrund einer Schwellung dem Katheter lumbal gegeben.
Anschlie3end erfolgteeine Strahlentherapie mit insgesamt 54 Gy in des&@osterior. Auf
die simultane Bestrahlung der kraniospinalen Aclisede wegen moglicher knochenmarks-
toxischer Nebenwirkungen bei Fanconi-Andmie vetathFunf Monate nach Ende der
Chemotherapie und drei Monate nach Ende der Shiudeapie starb LNEY an einer
Nekrose des Ruckenmarks. Es liegt der Schluss dalks,die Patientin LNEY aufgrund ihres
genetisch determinierten DSB-Reparaturdefektes sithwerwiegende Normalgewebs-
toxizitat einer letalen Ruckenmarksnekrose erlitt. Allgemeinen werden neurologische
Komplikationen, die mit systemischer oder intratdek Chemotherapie assoziiert sind,
allerdings innerhalb von Stunden nach der Theragrifest (Bay A et al. 2005, Watterson J
et al. 1994). Es gibt jedoch auch einen Fallberiddgi dem erst nach Monaten eine
progressive aszendierende Paralyse auftrat (Du@Bnet al. 1986). In den meisten
beschriebenen Fallen resultierte die Neurotoxiaté der kumulativen Dosisintensitat aller
das ZNS betreffenden Therapien. Weiterhin kanrReéiabsorption des Liquor cerobrospinalis
durch eine kraniale Radiotherapie beeintrachtigtdese, was die toxischen Effekte von
Chemotherapeutika erhbhen kann (Watterson J @é08#). Bei der Patientin LNEY kdnnten
die kumulativen Effekte der vorausgehenden intksdtes Methotrexatgaben und der
systemischen Chemotherapie in Kombination mit deemetfisch determinierten DSB-
Reparaturdefekt elf Monate nach Beginn der Therapiedieser fatalen Normalgewebs-
toxizitat gefuhrt haben. Zudem postulierten RanegtEl. 1992, dass eine Bestrahlung der
Fossa posterior mit 47 bis 55 Gy acht bis zehn Morspéater zu einer Schwellung des
Stammbhirns oder zervikalen Ruckenmarks fihren kamas wiederum den spinalen

Liquorfluss einschrankt. Wenn auch die tatsachlidh&ache der letalen Rickenmarksnekrose
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dieses Kindes nie durch eine pathologische Untatsug geklart werden konnte, da diese
abgelehnt wurde, so wird man wenig andere Erkl&oraejs die oben beschriebenen finden.
Ansonsten wurden bislang fir vergleichbare Falligglech spinale Metastasen, die bei LNEY
radiologisch ausgeschlossen wurden, paraneoplastiSyndrome oder neurotrope Infek-
tionen diskutiert (Ojeda VJ 1984).

Der ursachliche genetische oder epigenetische Defldls Kindes HNEE mit dem
mutmallichen Beckwith-Wiedemann-Syndrom konnte abigl nicht identifiziert werden,
jedoch sind die Art und Zahl der multiplen frihkiisien Malignome der starkste Indikator
fur das Vorliegen dieses Tumorpradispositionssymdrdei der Patientin (Alsultan A et al.
2008, Choufani S et al. 2010). Das Beckwith-Wiedemm8yndrom beruht auf
Methylierungsstérungen oder Mutationen einer daddye Imprinting-Kontrollregionen des
Chromosoms 11p15.5 oder entsteht durch paternapanemtale Disomie (Enklaar T et al.
2006). Auch wenn bei HNEE keine Methylierungsstgem im Bereich der Imprinting-
Kontroll-Regionen von KCNQ10T1, H19 und IGF-2 gaden wurden, lassen Forschungs-
arbeiten vermuten, dass HNEE durch epigenetiscidstéeerungen an einem Imprinting-
Defekt erkrankt war (Bliek J et al. 2009, Choufaret al. 2010).

Jiingste Studien berichten Uber eine klare Assoniates Beckwith-Wiedemann-Syndroms
mit assistierten Reproduktionsverfahren - wie devitro-Fertilisation - verursacht durch ein
gestortes genomisches Imprinting (Lim D et al. 2008NEE wurde als Zwilling nach in-
vitro-Fertilisation geboren. Je nach genetischesadne haben Kinder mit Beckwith-
Wiedemann-Syndrom insbesondere ein erhdhtes Risikalie Entwicklung embryonaler
Tumoren (Choufani S et al. 2010, Tan TY& Amor DX@D Es gibt deutliche Hinweise
darauf, dass Fehler bei der DNA-Methylierung undtétimodifizierung, die den Aufbau des
Chromatins betreffen, einen wichtigen Einfluss alié DNA-Reparaturkapazitidt haben
(Vidanes GM et al. 2005). So konnten, sofern ben #@nd HNEE tatséchlich eine atypische
oder noch nicht entdeckte DNA-Methylierungsstérwoggelegen hat (Bliek J et al. 2009),
die eindeutig erhdhten Focizahlen, beziehungswiheseinschrankte DSB-Reparaturkapazitat

der Patientin, erklart werden.
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5.3 Fluoreszenzmikroskopische Quantifizierung deyH2AX-Foci

Die DSB-Reparaturfahigkeit der Kinder wurde in desrliegenden Studie mittels der
Methode deyH2AX-Immunfluoreszenzfarbung von Lymphozyten dudds Verschwinden
deryH2AX-Foci Uber verschiedene Zeitpunkte quantifizier

Wahrend den Untersuchungen zu dieser Arbeit kobatdachtet werden, dass nach 0,5 h
Reparaturzeit die Zahlgenauigkeit der Foci bei dem@& 1 Gy bestrahlten Zellen héher war,
als nach Bestrahlung mit 2 Gy, was an den hohele&oen nach 2 Gy lag. Je héher die
Focizahl, desto eher kommt es zur Uberlagerung Sigmale und damit zu einer
Unterschatzung der tatsachlichen Focizahl. In dégehden Reparaturzeitpunkten ab 2,5 h
gab es dieses Problem nicht mehr. Da zur Einsch@tder Reparaturfahigkeit der Kinder nur
die spateren Reparaturzeitpunkte nach 5 oder &ilkend machte sich dieser Umstand in der
Bewertung der Ergebnisse nicht bemerkbar. Die gerBitrahlendosis von 1 oder 2 Gy wurde
gewdahlt, um die Rate strahleninduzierter apoptbéisdProzesse in den Lymphozyten zu
verringern, welche zu falsch hohen Focizahlen geftiitten (Rogakou EP et al. 2000,
Schnarr K et al. 2009).

Fur die Untersuchungen wurden die zu untersuchehgerphozytenkerne im verdinnten
Vollblut rontgenbestrahlt. Im peripheren, vendsduat Bbefinden sich die meisten Lympho-
zyten in der G oder der @Phase des Zellzyklus (Sak A & Stuschke M 2010Yereelte
mitotische Lymphozyten kdnnen beim manuellen ZaklenyH2AX-Foci am Fluoreszenz-
mikroskop leicht erkannt und eliminiert werden.Kesinte daher davon ausgegangen werden,
dass die Abnahme dgH2AX-Foci Uber die Zeit mit der Abnahme der DSB Kides Zeit
korreliert (L6brich M et al. 2010, Rogakou EP et199, Rothkamm K & Ldbrich M 2003,
Sak A & Stuschke M 2010).

5.3.1yH2AX-Hintergrund-Fluoreszenz

Die durchschnittliche spontane Rate gH2AX-Foci, ermittelt durch die Auswertung

unbestrahlter Proben, war bei den tumorkranken &imdsignifikant hoher als bei den
gesunden Kindern. Die Signifikanz blieb nach Abzigy vier auffalligen Kinder weiterhin

bestehen. Damit hatte die Tumorgruppe im Schnii éidhere Hintergrund-Fluoreszenz im
Sinne klareyH2AX-Foci als die Kontrollgruppe. In den meisteinpiren Saugerzellen treten
yH2AX-Foci ohne Trigger nur sehr selten auf, nurhddis konnen DSB nach Bestrahlung im
Milli-Gy-Bereich detektiert werden (Lobrich M et.aR005, Olive PL 2009). In Zellen
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hingegen, in denen gerade Meiose oder V(D)J-Rekaatibn stattfindet sowie in
seneszenten oder apoptotischen Zellen, wobei &n ajenannten Féllen DSB entstehen,
werden endogengH2AX-Foci beobachtet (Olive PL 2009). Unterschiedé yH2AX-
Hintergrund-Fluoreszenz-Intensitaten verschiedemdestrahlter Tumorzelllinien wurden in
einigen Veroffentlichungen diskutiert (Banath JRO&ve PL 2003, Olive PL 2009, MacPhall
SH et al. 2003, Mahrhofer H 2007, Yu T et al. 200&)r die erhdhten Focizahlen wurden
unter anderem ungeschutzte Telomere in TumorzeHletizyklusinhibitionen, Chromatin-
instabilititen und Chromosomenaberrationen veranliclo gemacht (Nakamura AJ et al.
2008, Yu T et al 2006). In den genannten Veréffeintingen wurden teilweise jedoch auch
die Durchflusszytometrie und das Comet assay zuan@fizierung der Foci verwendet.
Unabhangig von der Methode der Auswertung scheiatAlftreten endogengH2AX-Foci
von der genetischen Stabilitat, der Zelllinie, d#Egnitdt und dem Status im Zellzyklus
abzuhéngen (Lobrich M et al. 2010, Mahrhofer H 208&k A & Stuschke M 2010). In der
vorliegenden Arbeit wurden jedoch nicht unterschobd radiosensitive Zelllinien,
Tumorzellen oder meiotische Zellen, sondern durchweenschliche Lymphozyten aus
peripherem Blut in der § oder der G-Phase untersucht.

Eine Mdglichkeit, den erhdhten Foci-Hintergrundder Tumorgruppe zu erklaren ware, dass
einige TuKi, aufgrund ihres genetischen Hinterges)ddie durch nattrliche exogene oder
endogene Vorgange entstandenen DSB schlechteraegrar

Um nicht die Hintergrund-Fluoreszenz im Sinne noarhandener DSB mitzumessen,
sondern die reine Reparaturfahigkeit des Kindesr ithe Zeit, wurden die Werte der

unbestrahlten Proben von den Werten der jeweilgdidten Proben abgezogen.

5.4 Wertigkeit der yH2AX-Immunfluoreszenz als Marker fir DNA-Doppel-

strangbriiche

In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass yWH@AX—-Immunfluoreszenzfarbung eine
zuverlassige Methode darstellt, um DSB visualisienend quantifizieren zu konnen.
Dementsprechend folgten umfangreiche Messungenndektion und Reparatur von DSB
mittels dieser Methode in verschiedenen Studiem.(Leatherbarrow EL et al. 2006, Loébrich
M et al. 2005, Rogakou EP et al. 2000, Rothkamm Kdbrich M 2003, Rube CE et al.
2008a und 2008b). Trotz der zahlreichen Vorteile #2AX—Immunfluoreszenz-Methode

als Marker fir DSB muss sie jedoch, wie jede Me#hddlitisch betrachtet werden.
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Die Methode hat Grenzen, die in die Interpretatien Ergebnisse sorgféaltig miteinbezogen
werden mussen. Die Analyse von, nach Induktion R&B entstandenen, phosphorylierten
H2AX-Histonen deckt Reparaturdefizienzen im NHEJ, adem dominierenden DNA-
Reparaturweg in Séaugerzellen. Die Methode ist jeddcht geeignet, Reparaturdefizienzen
in der von der Saugerzelle seltener verwendeteriH&etektieren, die auf die S/G2-Phase im
Zellzyklus beschréankt ist. Darlber hinaus berudksit die yH2AX-Methode, im Gegensatz
zu physikalischen Methoden der DSB-Detektion wie Rl@isfeldgelelektrophorese (lliakis G
et al. 1991), nicht die aktuelle Rate an physikakés DNA-DSB. DieyH2AX-Methode
registriert metabolische Aktivitaten der Zelle, dier Unterstitzung und Optimierung der
DSB-Reparatur initiiert werden (Kinner A et al. 3)0Demzufolge gibt es Diskrepanzen
zwischen der akuten Behebung von DSB, gemesser gurgsikalische Anderungen von
gréRenabhangigen Merkmalen von DNA-Molekilen, ued Messung der Abnahme von
yH2AX-Foci, die auf biochemischen Prozessen baskei. der Pulsfeldgelelektrophorese
kénnen die DSB direkt nach der Bestrahlung nachggem werden und es kommt zu einem
wesentlich schnelleren Abfall der gemessenen DSBr iibe Zeit. Dies fihrt bei der
Betrachtung kurzer Reparaturzeitpunkte wie 0,5 fexdwmemen Unterschieden im Vergleich
zu den Zahlen der indirekteyH2AX -Methode, welche sich jedoch im Zeitverlaufcha
mehreren Stunden ausgleichen. Diese Unterschigdelegsmethoden, die zu differierenden
DSB-Reparaturkinetiken fuhren, wurden in verschied®llsystemen festgestellt und von
Kinner A et al. (2008) ausfuhrlich diskutiert. Die dieser Arbeit zur Auswertung
herangezogenen Reparaturzeitpunkte lagen bei 58uhdund es kann somit von einer
eindeutigen Korrelation dgH2AX-Foci mit dem Auftreten von DSB ausgegangendeet

Ein weiterer Diskussionspunkt ist das verwendetertW®&eparatur® im Kontext der
Experimente dieser Studie. Es bedeutet nicht, dassentsprechende DNA-Molekul wieder
in seinen ursprunglichen Zustand versetzt wird.ebDehen und Additionen von Basen rund
um den DSB bleiben, genau wie ein nicht exakteszimsensetzen von DNA-Enden, von der
yH2AX-Methode unentdeckt. Dementsprechend kann gid2AX-Immunfluoreszenz-
Methode nur wenige Informationen Uber die Genauigkies DSB-Reparaturprozesses
liefern.

Zudem entsteheryH2AX-Molekile durch die Aktivierung von ATR im Beaoh von
Replikationsgabeln auch an DNA-Einzelstrangendemar(lMM & Chen J 2001), sowie in
alternden Zellen mit verkirzten Telomeren (d"AddaFdgagna F et al. 2003) und bei
induzierter zellularer Seneszenz sogar ohne DNAa&eh (Pospelova TV et al. 2009). Diese

Probleme kdnnen bei der Verwendung peripherer Lympien in der @G;-Phase des
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Zellzyklus, wie in dieser Arbeit, weitgehend verodea werden. ATM und die DNA-PK
werden von DSB aktiviert, ATR wird von ausgepragtEmzelstrangbriichen aktiviert
(Lébrich M et al. 2010). Die Bildung voyH2AX-Foci in G/G;-Zellen nach der Einwirkung
ionisierender Strahlung ist ATM- oder DNA-PK-abhangsStiff T et al. 2004) und die
Abnahme der Foci korreliert daher mit der Abnahnee BDSB. Fazit ist: Die Anzahl der
yH2AX-Foci korreliert nur unter bestimmten Messbegingen mit der Anzahl der DSB, ein
yH2AX-Fokus entspricht nicht unter allen Umstanderem DSB (Lobrich M et al. 2010).

Ein Vorteil deryH2AX-Immunfluoreszenz gegenuber den physikalischthoden liegt in
der Mdglichkeit geringere, therapeutisch entspradbe Strahlendosen unter 5 Gy verwenden
zu konnen (Lobrich M et al. 2005, Rothkamm K & LigbrM 2003, Sedelnikova OA et al.
2003). Somit stellt diggH2AX-Methode ein exzellentes Modell fir den klifign Einsatz
von ionisierender Strahlung dar. Der mal3geblichetedoder Quantifizierung voryH2AX-
Foci ist jedoch, dass unabhangig vom zugrundelggenmolekularen Hintergrund die
gesamte DNA einer Zelle auf ihre funktionelle Int&g hin Gberpriuft werden kann. Dadurch
kbnnen genetisch und epigenetisch verursachte tme$s in der Funktion der DSB-
Reparatur, die die individuelle Sensitivitat gegestiDNA-schadigenden Agenzien bedingt,
weitreichend Uberprift werden (Sak A & Stuschke 81@. Zudem kann die Methode fur
verschiedenste Zelltypen und Gewebe reproduziesbgewandt werden (Rube CE et al.
2008a).

5.5 Wertigkeit der yH2AX-Immunfluoreszenz als pradiktiver Test fir die

klinische Radiosensitivitat

Zur pratherapeutischen Messung der individuellaanempfindlichkeit eines Menschen
mittels eines ex vivo-Tests wurden bereits einiggidden vorgeschlagen: Borgmann K et al.
(2002) und Leong T et al. (2004) versuchten dasddene Uberleben kultivierter Fibro-
blasten und Lymphozyten von Patienten nach ex Bestrahlung zu messen, die erzielten
Ergebnisse korrelierten jedoch nicht gut mit deinigthen Beobachtung der Patienten.
Alapetite C et al. (1999), Muller WU et al. (200thd Oppitz U (1999) benutzten die
Methode des Comet-Assay um in Lymphozyten DNA-Ra&fpadefekte und Strahlen-
empfindlichkeit nachzuweisen, womit auch einige dbrgsse mit gutem Vorhersage-wert
erzielt wurden. Lobrich M & Kiefer J (2006) merktdazu jedoch an, dass das Comet-Assay

im klinischen Alltag schwer durchzusetzen sei, dae eaufwendige Laborausstattung
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vonnoten sei und die Methode sehr vom individuelleriersucher abhéange. Barber JB et al.
(2000), Borgmann K et al. (2002), Hoeller U et(@003) und Sprung CN et al. (2005) sind
Arbeitsgruppen, die sich mit der Untersuchung vohroBhosomenaberrationen und
Mikrokernen in Lymphozyten beschaftigt haben; afdiktive Tests haben diese Methoden
jedoch bislang nicht Uberzeugen konnen. Als miitégle etablierte Methode, mit dem
Potential zur Entwicklung eines préadiktiven Tesis tlie individuelle Strahlenempfind-
lichkeit, gilt die dieser Arbeit zugrundeliegendeetiiode deryH2AX-Immunfluoreszenz
(Banath JP & Olive PL 2003, Lébrich M & Kiefer J@& Olive PL et al. 2004, Rogakou EP
et al. 1999)

5.6 Weiterfuhrende Studien — Ausblick

Die Patientenzahl dieser Pilotstudie ist klein,udarsind gré3er angelegte Studienformate
vonnoten, um die Ergebnisse zu bestéatigen und dimtdesre Schlisse ziehen zu kénnen.

Im Verlauf der Untersuchungen fiur diese Studie wumd unserer Arbeitsgruppe die hier
angewandte Methode weiterentwickelt. So ist es audéglich, die Lymphozyten vor der
Bestrahlung zu separieren und in einem Nahrmedeparieren zu lassen (Rube CE et al.
2010), um so eine stabilere Ausgangslage fur ¢ingdre Reparaturzeit der Zellen, wie etwa
24 Stunden, bei minimal bendétigter Blutmenge, haken. Durch die Beobachtung langerer
Reparaturzeitraume durfte die Detektion reparafiriéater Kinder noch eindeutiger werden.
Um die Studie in sehr grol3em Format weiterzufihneiisste weiterhin die Mdglichkeit der
Kryokonservierung von Lymphozyten, Verschickung et spateren Aufarbeitung gepruft
werden. Vielleicht lie3e sich durch die grof3 angeePrifung der DSB-Reparaturfahigkeit
von tumorkranken Kindern, gesunden Kindern und Kindmit bekannten Syndromen auch
Vergleiche zwischen unterschiedlichen padiatrisciamorarten beziiglich ihrer Atiologie
oder Vergleiche zwischen bekannten genetischen Tuduispositionssyndromen anstellen.
Aufgrund der Daten dieser Studie kann vermutet werddass dieyH2AX-Immun-
fluoreszenz-Methode als préadiktiver Test im Rowgareening nicht nur padiatrischer
Krebspatienten dienen kann, um Menschen mit einehern Risiko fur lebensbedrohliche
Nebenwirkungen von Radio- oder Chemotherapie prageeitisch zu erfassen.

Mittels einer pratherapeutisch abgenommenen Blbgrkdnnte innerhalb von etwa 24
Stunden die DSB-Reparaturkapazitat eines Patiemidels deryH2AX-Methode bestimmt

werden. Somit konnten, den Ergebnissen diesersRiltie zufolge, Tumorpatienten mit einer
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genetischen Pradisposition zur Entwicklung schwegender Normalgewebstoxizitaten

identifiziert und deren Therapieprotokolle entspetd angepasst werden.
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